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要旨
｢コイの浮腫症に関する研究｣
コイの浮腫症は養殖コイ稚魚に対し急性な大量紫死をもたらす疾病である｡本症は
1974年に初めて発生があったことが新潟県,広島県で報告されて以来,毎年梅雨
期になると流行を繰り返している｡病魚は遊泳が緩慢で水面や池壁付近に群をな
す傾向が認められ,外観的な躯幹部の腫脹,鰹弁の梶棒状化と癒着が主病徴とさ
れる｡ 本症の原因に関しては,細菌,真菌,寄生虫は一貫したものが検出されな
いこと,病魚の磨砕波液を用いた実験感染が成立すること,自然発病魚の鯉薄板
上皮の細胞質中にウイルスが存在することが知られていた｡しかし,このウイル
スと浮腫症との関連は,その後研究されていない｡本症は,はじめの発生報告よ
り約20年が経過しているにも関わらず,病原体が特定されないままであった｡そ
こで本 研究では,浮腫症の病原体を明らかにし,その性状を調べて分類的位置を
決定し,さらに病原体の検出法を確立することを目的とした｡
はじめにコイの浮腫症の病因を検討した｡自然発病魚の磨砕波液をマゴイ稚魚
に浸漬接種すると浮腫症状を伴う舞死が認められ,さらに実験発病魚からも同様
に舞死を再現することが繰り返し可能であった｡従って,本症は漉適性病原体に
よる感染症である｡しかし,魚類培養細胞を用いたウイルス分離は成功しなかっ
た｡病理組織観察では,自然発病魚に鰹薄板上皮の増生 ･表皮の海綿状化 ･僻外
分泌細胞の細胞内空胞形成等の病変が認められ,これらが実験感染魚に再現され
た｡実験感染魚では,造血組織内でのマクロファージによる赤血球会食,後部消
化管管腔内に変性細胞の存在も認められた｡これらの組織の電子顕微鏡観察では,
鯉薄板上皮の細胞質中から大きさ265×335mmのポックスウイルス様粒子が観察さ
れた｡このウイルス粒子は自然発病魚 ･実験感染魚の双方から観察され,実験感
染を12回繰り返した時点でもその存在を確認できた｡電子顕微鏡観察の結果は,
このウイルスが浮腫症の病原体であることを強く示唆している｡さらに,他の病
原体の関与の可能性を検討するため,病原体の存在部位と大きさを感染価の面か
らも検討した｡本症の病原体は現在のところ培養不可能なので,感染価の測定は,
マゴイ稚魚を用いた定量的実験感染によって行った｡実験感染魚の各臓器の感染
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価を測定した結果,病原体の増殖部位は鯉であることが明らかとなった｡また,
病原体のフィルター通過性を検討したところ,400mmは通過可能であるが,200nm
は通過不可能であった｡これら,病原体の存在部位ならびに大きさは,電子顕微
鏡観察の結果と一致していた｡この事実から,コイの浮腫症の病原体は鯉薄板上
皮細胞の細胞質中に存在するウイルスであると結論した｡そして,本疾病に対し
病名をコイのウイルス性浮腫症viraledemaofcarp,病原体名をコイ浮腫症ウイルス
Carpedemavirusと命名した｡
つぎにコイ浮腫症ウイルスの性状を調べ,分類的位置の検討を行った｡本ウイ
ルスの粒子構築は細胞質内で起こり,細胞質内にはviroplasm,未成熟粒子,成熟
粒子が観察された｡成熟粒子は内部に1つのラテラルボディーと限界膜に包まれ
たソラマメ型のコアを有し,表面にはコアのある側にのみ円筒形の構造単位を有
していた｡ウイルスゲノムは,単分子の2本鎖DNA(推定鎖長450kbp)で構成され
ていた｡ウイルスの安定性は,エーテル ･クロロホルムともに感受性,37℃ ･
50℃30分の熱処理により失活,pH6.2以下10.2以上では極めて不安定であった｡
上記した形態的特徴,核酸の性状からコイ浮腫症ウイルスは,分類学的にポック
スウイルス科に属するものと結論した｡このウイルスに対し,ウイルス分類国際
委員会の提案した命名法に準拠した分類名としてはCyprinidPoxvirus1(CyPV-1)
のシノニムを与えた｡
さらにPCR法によるコイ浮腫症ウイルスDNAの検出の検討を行った｡病魚鯉よ
り精製したウイルス画分より抽出したDNAを制限酵素psdで消化し,プラスミド
ベクターpUC19でクローン化を試みたところ,ウイルス画分より抽出したDNAと
特異的にハイブリダイズするクローンを得た.このクローンの塩基配列を決定し
たところ,既知の塩基配列で有意に柏同性を示す配列は存在しなかった｡また
GC含量は約34%と低く,ポックスウイルス科一般のGC含量が低いことと一致し
ていた.クローン化DNAの塩基配列を基に,PCRのプライマーを設計 ･合成し,
健康魚,実験感染魚の鯉から抽出した核酸,コイゲノムDNAを鋳型としてPCRを
行ったところ,実験感染魚からは予想される大きさのPCR産物の増幅が認められ
た｡さらに,自然発病魚を供試した場合には,実験感染により病原体の漉過性が
確認された発症例のすべてがpCR陽性となった｡以上より,PCRによるコイ浮腫
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症ウイルスDNAの検出法を確立した｡
本研究で示したpcR法は,本病原体に対する初めての特異的プローブである｡
今後コイのウイルス性浮腫症の診断やウイルスの感染源解明の用途に使われるこ
とにより,本疾病の防除に寄与することが期待される｡
〜
? ? ?
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緒 言
コイの浮腫症は,コイ (Cyprinuscarpio)の稚魚に急性かつ高い舞死率をもたら
す養鯉上重要な疾病である｡本症は1974年に初めて発生があったことが新潟県･広
島県から報告されている(細谷 ･鈴木,1975;村上ら,1976)｡それ以来,毎年6月
から7月の梅雨期になると流行を繰り返している｡発症地での病魚は遊泳が緩慢で
水面や池壁付近に群がる傾向が認められ,このような症状を示した後多くの場合
数日以内に池の半数以上の魚が舞死する｡外観的症状として躯幹部の著しい腫脹
や,鯉薄板上皮の癒着 ･増生にによる梶棒状化が特徴的である｡同様な疾病は,
埼玉,富山,愛知,岐阜,兵庫,岡山,鳥取,島根,山口,高知,大分 (村上 ･
根本,1982),東京 (東京都水産試験場,1986),茨城 (佐野 ･福田,1992)等の都
県でも発生がある｡
本疾病の病因に関しては,はじめの報告より約 20年来解決を見ないままであっ
た｡本症は,発症から数日で大量紫死に至ること,特定の細菌 ･真菌 ･寄生虫が
観察されないことから従来の疾病とは異なるものであると認識されていた｡発生
当初の報告では,発症パタンに伝染性が認められること (村上ら,1976),病魚と
の同居や病魚磨砕物あるいはその渡波の浸漬接種により感染が認められる例があ
ること (村上ら,1976,1977,1978;須貝 ･小池,1980),細菌 ･ウイルスなど
の病原体が分離されないこと (村上ら,1978),池水の濃縮物に発病因子が認めら
れること (村上ら,1977,1978),クロラムフェニコール,トリクロルホン,ニフ
ルプラジン,ホルマリン等の薬剤に治療効果が認められないが食塩浴により治癒
すること (村上ら,1976,1977;細谷 ･鈴木,1975;須貝 ･小池,1980)などの
知見が出された｡当時,本症の原因は全く不明で,上記したうち感染症であるな
らば薬剤が効かないことと病魚磨砕波液による感染成立例があったことからウイ
ルス感染である可能性と,それとは逆に実験感染成立例が少くウイルスが分離さ
れないことに加え,池水に発病因子があり食塩により治癒することから環境要因
による生理障害である可能性と,二面的な考えがなされてきた｡
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?1985年,須貝らは浮腫症病魚の血液性状を調べ,-マトクリット値の上昇 (須
貝,1985a)とナトリウム (須貝 ･守屋,1985b)の低下が認められることを明ら
かにしたoさらに 1986年,Onoetal.は,病魚の鰹薄板上皮にポックスウイル
ス様のウイルス粒子が存在することを観察し報告したが,感染実験やウイルス分
離の試みは行われなかった｡
1987年から1990年代前半にかけては,本疾病の発症と池水環境との関係が多
く研究された(鈴木 ･福田,1987a;山田ら,1989a,1989b;山田･野上,1991;
鈴木ら,1993)｡水温,pH,溶存酸素,各態窒素量,リン量,プランクトン量,逮
明度等多数の項目について毎年発病のある池で定期観測が行われた結果,植物プ
ランクトン量が少なくあるいは透明度が高くpHが低い時期 (pH8.5以下)の水温
低下(26℃ 以下)が,浮腫症の発症要因となりうることが示唆されたが,水質環境
だけから浮腫症の決定的発症要因となるものは示されていない｡また,この期間に
病魚磨砕波液による実験感染成立例も報告された (鈴木 ･福田,1987b;細谷ら,
1990)｡一方,佐野 ･福田(1992)は,自然発病魚の鰹薄板上皮細胞中にOnoe′°.
が報告したものと同様のウイルス粒子を観察し,病魚磨砕波による疾病の伝播を
確認したが,病魚の磨砕波液を用いた場合には舞死が再現されなかったと報告し
ている｡以上のように,コイの浮腫症が漉過性因子による感染症であるのか,
ポックスウイルスが関与しているのかについては不明な点が多かった｡
本研究では先ずコイの浮腫症と鯉薄板上皮に存在するポックスウイルスとの関
連ならびにその他病原体の関与の可能性を実験病理学的に検討することにより本
疾病の病因論に解決を与えた｡さらに,その病原体の性状を調べて分類的位置を
決定するとともに病原体の検出法を確立し,本疾病防除-の一助とした｡
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コイの浮腫症の病因に関する知見として従来から知られていたことは,大量死
の原因と判断されるべき寄生虫,細菌,真菌が病魚から観察されないこと,病魚
の磨砕波液の浸漬接種による実験感染が成立すること,自然発病魚の鯉薄板上皮
にウイルス粒子が観察されることなどがあげられる｡しかし,これらは別々の症
例から得られた知見である｡特に鯉薄板上皮に存在するウイルスに関しては,自
然発病魚でその存在が観察されているのみで,実験感染では検討されていない｡
つまり,そのウイルスの病原性は未検討のままであり,他の病原体が関与してい
る可能性も否定できない｡そこで本研究では同一の症例に対して,実験感染,ウ
イルス分離の試み,病理組織観察,病原体の存在部位ならび大きさの特定を行い,
Onoe′°.(1986)が報告したウイルスとコイ浮腫症との関連ならびに他の病原体
の関与の可能性も含めて実験病理学的な検討を加えた｡
第 1節 浮腫症の実験感染
本研究に用いる材料が,従来いわれていたように漉過性因子によって起こる疾
病であることを確認するとともに,連続伝播試験を行い発病因子が増殖性のもの
であるか否かを検討した｡
ヽ
材料と方法
自然発病魚 本実験に供試した病魚は,1991年7月11日に新潟県小千谷市内の個
人経営の養魚場で,行動と病徴から浮腫症と思われる疾病が発生したときに採取
したものである｡病魚は新潟県内水面水産試験場に持ち込み,光学顕微鏡観察に
よる寄生虫と滑走細菌の検査を行った｡この病魚は,生かしたまま本研究室に持
ち帰って飼育し,瀕死状態となったもの約 50尾を-70℃以下で凍結保存した｡病
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魚の全長は約 3.0cmで,平均体重は約 0.6gであった｡
接種源の調製 病魚は解凍後,乳鉢と乳棒で磨砕し,滅菌蒸留水で 10 倍または
100倍に希釈し,1,500×g,5分間の遠心分離を行った｡この上清を回収して孔径
450nmのメンブレンフィルター(HAMILLIPORE)での漉過により除菌したものを
接種源とした｡すべての操作は水冷下もしくは4℃ に保ちながら行った｡
実験感染供試魚 本研究室内で育成した健康なマゴイ稚魚(平均体重約0.1-0.26蛋)
を供試した｡これらは,本学吉田実験実習場のマゴイを親魚とし消毒した発眼卵
から飼育したものである｡供試魚の管理法の詳細は付録に記載した｡
接種方法 接種は,浸漬法により行った｡マゴイ稚魚 50尾を飼育水 (250m/また
は500ml)とともにビーカー内に収容し,エアーレー ションを行いながら最終濃度
が1β,500または1/5,000となるように接種源を加えて,1時間または2時間の浸
演を行った｡その後,魚は新しい飼育水を張った水槽に移した｡
飼育方法 飼育は市販のガラス製 30cm水槽で行い,飼育水には脱塩素水道水(宿
性炭漉過)を用い,飼育水量は約 147とした｡水槽には,注水 ･排水装置を設けて
半流水系とし,1日に4回以上飼育水が循環するようにした｡実験期間中の飼育水
温は,20-23℃ となるように調節した｡
連続伝播試験 実験感染によって得た病魚から上記と同じ手順により接種源を調
製し,新たな健康魚に接種することを繰り返し行った｡
結果と考察
自然発病魚の観察 発症地での病魚は,動作が緩慢で水面付近に集まっており一
部で舞死が始まったばかりであった(Figs.1&2)｡病魚の外観は,浮腫による躯幹
部の著しい腫脹が特徴的であった(Fig.3)｡光学顕微鏡による検査では,鯉および鰭
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に少数の単世吸虫の存在が認められた｡しかし,これらの寄生はごく低いレベル
であり,発症の要因となり得るとは考えられなかった｡また,滑走細菌は兄いだ
されなかった｡これらの所見は従来の浮腫症の所見と一致しているので,この病
魚を浮腫症病魚として本実験に供試した｡
Fig.1.Naturalyafectedcolol･CarPlnaCulturepond.Thefishwereinactiveand
tendedtocongregateatthesurfaceofwater.
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? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ?
実験感染 自然発病魚の磨砕波液を接種した魚は,20日間で 72%の累積舞死率を
示した(Fig.4)｡次に,実験感染で得た病魚の磨砕除菌滅液を接種源として実験感
染を行っても舞死が認められ,これを繰り返し行っても舞死を再現することが出来
た(Tablel)｡連続的な疾病の伝播は通算で12回確認した｡その時の柴死率は20日
間で 72-98%であった｡実験感染魚のうち特に急性に艶死 (約 6日以内)した個
体には,外観的な浮腫症状が再現された｡これらの結果は,浮腫症の発症要因に
は漉適性で増殖性の因子が関与していることを示している｡一般的な細菌は450nm
のメンブレンフィルターを通過不可能なので,細菌やそれよりも大きな寅薗 ･寄
生虫などは,実験的な難死の原因から除外される｡また,毒素であればフィル
ターを通過できるが,連続的な伝播を行おうとすると希釈されて途中から輿死が
再現されなくなるはずである｡臆過性で増殖性の因子としては,マイコプラズマ
とウイルスが想定される｡ 本研究では,以下これらのいずれかが病原体であるこ
とを想定して実験を進めた｡
??
? ?
?? ?
??
?
?
? ?
??
?? ?
? ? ?
? ??
?? ?
?
10
Daysafterinfection
20
田 ■■■
Fig.4.Cumulativemortalitycurveofcommoncarpfryexposedtofiltered
homogenatepreparedfromspontaneouslyaffectedfish･
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Tablel･Resultoftheserialtransmissionofthediseaseincarpfry
No.of Meanbody Dilutionof Perc ent
passage weight(g) filtrate mortality
? ? ? ? ? ? ?
?
?
?
?
? ?
0.20
0.20
0.23
0.20
0.10
0.26
5,000
2,500
5,000
5,000
2,500
5,000 2′070ノq
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ?? ? ?? ?? ?? ?? ?? ? ? ?? ?? ? ?? ?? ?? ?? ?? ?? ? ?? ?? ?? ? ?? ?? ? ? ? ?? ? ?? ? ? ?? ? ?? ?? ? ? ? ?? ?? ?? ? ? ?? ? ? ?? ?? ?? ?? ? ? ?? ?? ?? ?? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
Fig･5･Severetrunkswelingreproducedonexperimentalyinfectedcommonca咋
(upper).Lowerisnomalfish.
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第2節 ウイルス分離の試み
第1章第1節の実験感染の結果から,浮腫症の原因は450nmを通過しうるマイコ
プラズマまたはウイルスである可能性が高いと判断された｡そこで,魚類培養細
胞によるウイルス分離を試みた｡ これまでにも浮腫症病魚からのウイルス分離の
試みは行われており,それらにはEPC,FHM,RTG-2の3種類が供試されている
が(広島県淡水魚指導所,1976),ウイルスは分離されていない｡そこで,本研究室
で保存 ･管理されている19種類の魚類細胞を供試し,浮腫症の病原体に対する感
受性細胞の有無を検討した｡この中には,性状分析が行われていない培養細胞も
含まれている｡
材料と方法
供試培養細胞 ウイルス分離に用いた細胞は,コイ科魚類由来9種類,サケ科魚類
由来 7種類,その他の魚類由来 3種類の合計 19種類で,詳細をTable2に示す｡
これらの細胞は24ウエルプレー ト(CORNING)を用いて培養し,単層を形成するよ
うに播種した｡培養液には,5%の牛胎児血清(Gibco)と14rM のHepesを含む
Eagle'sminimumessentialmedium(NISSUI)を用いた (以下 MEM-5H と記す)0
ただしCF細胞だけは,5%の牛胎児血清を含むLeibovitz'sL-15Medium(Gibco)
を用いた｡
～
接種源の調製 接種源は前節の実験感染に用いたものと同様に調製したが,希釈
液は滅菌蒸留水から細胞培養用培地に変更した｡凍結保存しておいた実験感染病
魚を乳鉢を用いて磨砕LMEM-5Hで10倍に希釈し,1,500×g,10分間の遠心分
離を行った｡その上酒を回収しさらにMEM-5Hで10倍に希釈し,450nmのメン
ブレンフィルターでろ過したものを接種源とした｡すべての操作は,4℃ または水
冷下で行った｡
細胞-の接種と培養 供試培養細胞1種類につき,希釈率の異なる接種区を2ウエ
ー12-
T｢
l
ル,対照区を1ウエル用意した.接種区の培地には,接種源を100plと10pl加え
た (最終希釈率は各 1,000倍と10,000倍)｡その後,細胞は 20℃で培養LCPE
の有無を2週間観察した｡さらに,コイ科魚類由来の細胞であるEPC,CCF,
CEA,CEKについては,5-7日ごとに4回まで盲継代を行った(培養液を10-100
倍に希釈して継代)0
Table2.Fishcellinesusedfb∫virusisolation
Celline Origln PassageNo.
Cyprinid
EPC
CEA*
CEK*
CF
CCF#
CLC
MCT*
GCF-5*
FHM
Salmonid
RTG-2
RTB*
STE-137
CHSE-214
SSE-5
CHH-1
BTG嶋
Others
PG
BF-2
BB
epitheliomapapulosumcyprlni
carpembryoasagl
carpembryokouhaku
carpfin
commoncarpfin
carplymphocytecel
mirrorcarptumor
grasscarpfin
fatheadminnow
rainbowtroutgonad
rainbowtroutbladder
stealheadtroutembryo
chinooksalmon embryo
sockeyesalmonembryo
chumsalmonheart
browntroutgonad
pikegonad
buluegillfry
brownbulhead
p.117
p.22
p.58
p.59
p.ll
p.177
p.49
p.33
p.190
p.118
p.23
p.125
p.366
p.133
p.143
p.82
p.120
p.143
p.206
Filteredhomogenateofinfectedfishwereinoculatedtothose
cels, attwofinaldilutions,1/1,000and1/10,000,andincubated
at20oCfわr14血ys･
*Unpublishedcellines.
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? ?? ? ? ? ? ?
結果および考察
〓??…
?
ウイルス分離の試み 接種 6日後に CEK及び RTBに CPE様の変化が観察され
たoCEK では,球形化及び房状化を起こし,9日後にはほとんどの細胞が剥離し
たo RTBは,一部の細胞に球形化が見られたが,その後変化は進行しなかった｡こ
れらCPE様の変化は,継代しようと試みても継代出来なかった｡また,同様に調
製した接種源を用いて追試を試みても,これらの変化は再現されなかった｡他の
供試細胞では,接種区での変化は特に見られなかった｡また盲継代を行った
EPC,CCF,CEA,CEKのいずれの細胞からもcpEは観察されなかった｡cpEを
示さないものに関して盲継代以外の追求は行わなかった｡
本実験では,19種類の培養細胞を用いて病原体の分離を試みたが,何れの細胞
も本症の病原体に対する感受性を有さないと思われた0本研究でウイルス分離を
試みた後,本研究室の畑は卒業研究(1995)において,ここに用いた以外の 12種類
の細胞を含めて再度ウイルス分離を試みているoしかし,そこでも本症病原体の
培養には成功しなかった｡
病原体の性状を調べるためには,その病原体を定量できることが重要である｡
ウイルス分離に成功すれば,病原体の調製 ･定量ともに培養細胞を利用して行う
ことが出来るoしかし,現時点では浮腫症病原体をfnvitroで培養するには至って
いないo従って,今後この病原体の性状を調べるための定量はinvivoでのバイオ
アッセイ ,すなわち自然の宿主動物であるコイを用いた感染実験によって定量を
行う必要がある｡
＼
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第3節 病理組織と電子顕微鏡による病原体の検出
第1章第1節の実験では,浮腫症病魚の磨砕波液を健康魚に接種することによ
り健康魚に浮腫を伴う紫死が再現されることが示された｡病理組織観秦では,先
ず浮腫症病魚の組織像を明らかにし,自然発病魚に認められる病変が実験感染魚
において再現されているかを検討した｡さらに,電子顕微鏡観察は病変の認めら
れた組織すべてについて行い,病原体の検出を試みた｡
材料と方法
自然発病魚は,瀕死の個体 10尾から光学顕微鏡標本と,その内の 5尾から鰹の
電子顕微鏡標本を作製した｡実験感染魚は,感染後経時的に瀕死に到るまでの個
体を5尾ずつ光学顕微鏡用標本と鯉の電子顕微鏡標本を作製した｡その他の病変の
認められる組織については改めて同様な条件で実験感染を行い電子顕微鏡標本を
作製した｡
自然発病魚 第1章第1節で用いた自然発病魚 10尾を供試した｡
感染実験供試魚 本研究室内で筋化育成した健康なマゴイ稚魚 (体重紹O.3-0.4g)
を用いた｡
＼
接種源の調製 感染実験により得た瀕死魚の病魚を,乳鉢と乳棒を用いて磨砕し,
滅菌蒸留水で10倍に希釈した.これを,4℃,1,500×g,10分間の遠心分離を行
い,上清を回収して,450nm のメンブレンフィルターで漉過したものを接種源と
した｡接種源は,分注して使用時まで-70℃以下で保存した｡
接種方法 接種は,浸漬法により行った｡マゴイ稚魚40尾を飼育水 500mJととも
にビーカー内に収容し,エアーレー ションを行いながら最終濃度が1/1,000となる
ように接種源を加えて,1時間の浸演を行った｡ その後,魚は新しい水槽に移した｡
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飼育方法 飼育は市販のガラス製30cm水槽で行い,飼育水には脱塩素水道水(宿
性炭波過)を用い,飼育水量は約 14/とした｡水槽には,注水 ･排水装置を設けて
半流水系とし,1日に4回以上飼育水が循環するようにした｡実験期間中の飼育水
温は,21-23℃ となるように調節した｡給餌は行わなかった｡水槽は3つ設置して
1つを対照区2つを接種区とし,接種区の一方を舞死率観察用に,他方を標本採取
用とした｡
標本の採取 接種翌日から1日5個体ずつ標本を固定した｡対照には,実験開始時
及び接種区の標本採取が終了するまで飼育した対照区の魚各 5尾ずつの標本を作成
した｡
光学顕微鏡観察用標本の作製 自然発病魚は全魚体のまま,実験感染魚は鯉と残
りの魚体に分けて,0.1M リン酸緩衝 (pH7.4)4%パラホルムアルデヒド(pH7.4)
に浸し,4℃下で3日間固定した｡固定終了後,5%EDTA(NaOHでpH7.4に調
製)による脱灰,エタノール系による脱水,キシレンによる置換を行った後,パラ
フィンに包埋した｡薄切は,魚体の正中線と平行な面を体側から切り進み,主な
臓器が現れるように数段階の深さの切片を用意した｡実験感染魚の鯉は,鯉弓と
水平な面から薄切した｡これらに-マトキシリン･エオシン染色を施して,光学
顕微鏡下で観察した｡
透過型電子顕微鏡観察用標本の作製 自然発病魚の鯉と実験感染魚の各組織は,
剃刀で厚さ1m 以下に締切した後,0.1M リン酸緩衝 (pH7.4)2.5%パラホルム
アルデヒド2.0%グルタールアルデヒド混合液で1時間(水冷)前固定し,0.1M リ
ン酸緩衝(pH7.4)7%ショ糖溶液で20分 3回と一晩の洗浄を行い,リン酸緩衝食
塩水に溶解した1%オスミウム酸で1.0-1.5時間(氷冷)後固定した｡次に,これ
らをエタノール系による脱水,プロピレンオキサイドによる置換をし,エポン樹脂
(Supper,1969)に包埋した｡薄切は,まず厚さ500-1,000nmのセミシンセクショ
ンを作成してトルイジンブルー染色を施し,光学顕微鏡下で病変部を確認しなが
ら,超薄切片を作成した｡超薄切片は,炭酸カリウム添加安定化ウラニール染色液
とEDTA-Lead安定化染色液による2重染色 (斉藤,1990)をほどこして,透過
-16-
｢鏡 (H-7000HITACHI)で観察した｡
?
一部の組織 (実験感染魚の肺組織)ではセミシンセクションによる病
???????????
,光学顕微鏡用標本 (パラフィンブロック)の残り
分から電子顕微鏡標本を作成した｡帝切済みの残りのパラフィン標本を,キ
ン,アルコール,水の順に置換し,実体顕微鏡下で染色済みの切片と標本の
面を比較しながら目的とする組織を取り出した｡これをリン酸緩衝食塩水1%
?
ウム酸で後固定 (水冷,1時間)した｡その後は,他の電子顕微鏡用標本と同
????
結果と考察
実験に供試した魚は,3日後から舞死が起こり始め6日後には,すべて
?? ? ??? ???????
? ????
継時的な標本採取は,1日後 ･2日後は外観的に無症状な
取し,3日後は症状の現れている魚を無作為に,4日後は瀕死魚を採
｡5日後にはすでに95%の魚が舞死したので,標本採取は4日後で打ち切っ
??????????
8),
????
は急性であった｡
と実験感染魚の組織像の比較 自然発病魚の光学顕微鏡観察では,
?
化,鯉弁間の癒着,鯉薄板の癒着 (Fig.7),鰹薄板上皮の肥厚 ･増生
皮膚ならびに鰭の表皮での細胞間浮腫と粘液細胞の消失 (Fig.17),勝外
??
胞質中での空胞形成が認められた (Fig.20)｡そして,実験感染の瀕
れらの病変すべてが再現された(Figs.9,10,18&21)｡しかし,鰹弁の梶
鯉弁間の癒着は,一部の個体でしか再現されなかった (Table3b)｡また,
????
? ? ???????
??? ???
れら病変の他に頭腎 ･体腎 ･牌臓の造血組織 (細網内皮系)のマ
による赤血球会食(Figs.26,30&34),後部消化管管腔内に好エオシン
る球形の変性細胞の存在 が認められた(Fig.38)｡これら病理組織像
られた理由として,特に実験感染魚の鯉薄板上皮の増生の程度が低
実験感染が自然発病よりも急性な経過をたどったためである可能性
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が考えられる｡ 自然発病魚が感染後どの程度の日数を経て瀕死に到ったものかは
不明であるが,実験感染は 4日で瀕死に到る条件で行っている｡実験感染をもう
少しゆっくりと舞死が起こる条件で行えばより自然発病魚に近い病理組織像が再
現されるかも知れない｡
??
??? ?
? ? ? ? ??
?? ? ? ?? ?? ? ? ? ? ?
?
10
Daysafterilfection
? ?
??
?
? ? ?
?? ? ? ? ? ? ? ? ?
?
??
?
?
?
Fig.5.Cumulativemortalitycurveofexperimentalinfectionforpreparingthesample
ofthehistopathologlCalexamination･
実験感染魚における各病変の推移 実験感染魚における病変の推移をTable3に示し
た｡鰹 ･皮膚の病変は感染翌日から4日後の瀕死状態に到るまで徐々に進行した｡
僻 ･消化管の病変は,感染1-2日後には目立たなかったが3-4日後に病徴が現れ
てきてから顕著となった｡造血系組織の病変は感染後 3日で最もよく目立ち瀕死魚
ではむしろ軽減している傾向が認められた｡
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Table3b.DevelopmentofhistopathologlCalchangesingilofexperimentaly
infectedcarpfry
Days
after
infection
StageofpathologlCalchanges
1stArch 2ndArch 3rdArch 4thArch
?????? ? ???
??
?
?
?
? ?
? ? ? ?
?
?? ?
?
? ?
??? ?
? ?
? ?
?
????? ?????? ???
??
? ?
?? ?? ?
?
?
?
? ?
?
?
???
? ?
? ? ?
?
?
?
???
?
?
?
?
???
?? ? ? ? ?
?
?
? ?? ?
? ?
???
?
?
??
??? ? ?? ??
?
?
?
??
AbbreviationofpathologlCalchanges:仁Iamelarfusion;h=hypertrophy;
p=hyperplasia;C=clubshapetransformation;a=filamentadhesion;NT=not
examined.
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鰹の病変と電子顕微鏡観察 鯉での病変の推移は,先ず上皮細胞の増生と鯉弁問
の癒着が起こりこれが徐々に進行した(Fig.3b)｡その間に鰹薄板上皮細胞の肥厚も
認められた｡上皮細胞の増生が進むと,鯉弁の梶棒状化(2個体で観察)や自然発病
魚に認められるような鰹弁間の癒着(1個体で観察)が観察された｡鯉弁間の癒着が
著しい部位では,マクロファージ様の食食細胞の炎症性浸潤も認められた｡通常
急性な病理変化では,炎症反応は認められない｡従って,実験感染魚で撮棒状化
と鰹弁間の癒着が一部の個体でしか観察されなかったのは,4日間で瀕死に到る急
性な条件で実験を行ったためと考えられる｡鯉の電子顕微鏡観察では感染 3日後お
よび4日後病魚で,上皮細胞内に長径335nm,短経265nm程の楕円形のウイルス
粒子が観察された(Fig.14)｡同じ形態のウイルスは,自然発病魚の鯉からも観察さ
れた(Fig.13)｡ウイルス粒子は,上皮細胞の細胞質中に存在し,多くの場合細胞質
の遊離表面側に集合して存在していた｡また,ウイルス感染細胞がマクロファー
ジ会食さている像(Fig.15)や他の上皮細胞に会食されている像 (Fig.16)も観察さ
れた｡
皮膚および鰭の病変と電子顕微鏡観察 皮膚と鰭の表皮での病変の推移は,表皮
の海綿状化 (細胞間浮腫)と粘液細胞の減数と部分的消失が感染翌日から一部の個
体に認められはじめ,3日後 4日後にはすべての個体で認められるようになった
(Table3a)｡海綿状化の著しい部位では,表皮細胞の萎縮も認められた(Figs.17&
18)｡表皮の病理像は,実験感染魚と自然発病魚で差異が認められなかった｡表皮
の電子顕微鏡観察では,鰭の表皮のごく一部で鯉に観察されたものと同じ形態の
ウイルス粒子がわずかに観察された｡
陣組織の病変と電子顕微鏡観察 勝組織での病変は,外分泌細胞の細胞質中での
空胞形成が 2日後から一部の個体で認められ,始めは軽度で比較的小さな空胞で
あったが,3日後 4日後には次第に空胞の大きさを増した(Table3a)｡瀕死魚で
は,チモーゲン頼粒が組織内に散乱している像や,部分的に壊死に陥っている像
も観察された｡瀕死魚では非常に大きな空胞が形成されており,空胞内部に残漆
の存在が認められた (Fig.21)｡自然発病魚での病理像は,空胞形成自体は実験感
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染魚と同様に広範に認められるものの,空胞の大きさは実験感染魚ほど大きくは
なかった(Fig.20)｡勝外分泌組織自体,摂餌状況等によって細胞の大きさやチモー
ゲン頼粒の数に生理的な像の変動が認められるので,実験感染魚と自然発病魚で
の微妙な像の違いは,生理的な条件も関係しているものと考えられる｡豚組織の
電子顕微鏡観察では,細胞質中に形成された空胞内に,ミトコンドリアや粗面小
胞体が変性したと思われる残液が存在しているのが観察された(Figs.24皮25)｡し
かし,鰹で観察されたウイルスや他に病原体と思われる微生物の存在は確認され
なかった｡
造血系組織の病変と電子顕微鏡観察 実験感染魚の頭腎 ･体腎 ･牌臓の造血系組
織では変性した赤血球様の像が観察された(Figs.26,30&34)｡これは球形でエオ
シンに好染し,複数個が集合して存在し,多くの場合に核が消失していた｡この
病変は感染翌日から約半数の個体でごく軽微に認められはじめ,感染 3日後で最も
顕著に認められ,4日後の瀕死魚では3日後より軽減していた(Table3a)｡このよ
うな像は自然発病魚には全く認められなかった(Figs.25,29&33)｡これらの像の
電子顕微鏡観察では,赤血球が細網内皮系のマクロファージにより,会食されて
いるのが観察された(Figs.28,32&36)｡しかし,ウイルスや病原体と思われる微
生物は観察されなかった｡
消化管の病変と電子顕微鏡観察 後部消化管では,感染3日後から管腔内に球形で
エオシンに好染する変性細胞が認められはじめ,4日後の瀕死魚ではすべての個体で
この病変が認められた (Table3a)｡また粘膜上皮にはマクロファージの浸潤も認
められた(Fig.38)｡これらの病変は,瀕死魚で特に著しかった｡電子顕微鏡観察で
は,管腔内の変性細胞が微繊毛を有しているのが観察された(Fig.40)｡従って,こ
れらの細胞が粘膜上皮の剥落物であること考えられる｡しかし,管腔内および後
部消化管の組織内のいずれにも病原体と思われるウイルスや微生物は観察されな
かった｡
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Fig.7.Gilofnaturalyaffectedcolorcarpjuvenile(H&Estain).Severeclubbing
(1amelarfusionandhyperplasia)andfilarnentfusionarenoted.Arrowheads
indicatemacrophageinfiltration.
Fig･8.Gilofnaturalyaffectedcolorcarpjuvenile(H&Estain).Lamelarfusion
(arrowhead),hype叩lasia(largearrow)andhypertrophy(smalarrows)are
observed
-23-
Fig.9.Gilofexperimentalyinfectedcor-oncarpfry(H&Estain)･Lamelarfusion
(arrowheads)andhype叩lasiaandhypertrophyarereproduced.
Fig.10.HighermagnificationofFig.9.Lamelarfusion(arrowhead),hyperplasia
(largearrow)andhypertrophy(smalarrows)arereproduced
-24-
Fig.ll.Gilofhealthycommoncarpfry(H&Estain).Regulatorylowsoflamelar
onfilament.
Fig.12.HighermagnificationofFig.ll.Lamelaiscoveredwiththinlayerof
epithelialcels.
-25-
Fig.13.Electronmicrographofvirusparticlesobservedinnaturalyaffected
colorca叩 JuVenile.Theparticleexistedoncytoplasm ofgil lamelar
epithelium.Vi=Virusparticle.Scalebar=300nm.
Fig･14･Electronmicrographofvirusparticlesobservedinexperimentalyinfected
cormoncarpfry.Theparticleexistedoncytoplasmofgillamelarepithelium.
Vi=Virusparticle,Im=Immatureparticle,Nu=Nucleus.Scalebar=300nm.
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Fig.19.Skinofhealthycommoncarpfry(H&Estain).Epidermiscontainsmucus
cels(a汀OWS).
Fig.20.Pancreatictissueofnatumiyaffectedcolorcarpjuvenile(H&Estain).
Cytoplasmicvacuolationofacinarcells(arrowheads)arenoted.
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Fig.21.Pancreatictissueofexperimentalyinfectedcommoncarpfry(H&Estain).
Cytoplasmicvacuolationinacinarcel一s(arrowheads)arereproduced.
Fig.22.Pancreatictissueofhealthycommoncarpfry(H&Estain).
ー30-
Fig.23.Electronmicrographofpancreaticacinarcelsofexperimentalyinfected
fish.Debris (arrowheads)areobservedincytoplasmicvacuole.Scale
bar=5Lm.
Fig.24.HighermagnificationofanidenticallesionofFig.23. Degenerative
mitochon血ia(arrowhead)andendoplasmicreticulum(arrows)areobserved.
Scalebar=lLLm.
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Fig.25.Headkidneyofnaturanyaffectedcolorcarpjuvenile(H&E stain).
PathologlCalchangeisnotobserved.
Fig.26.Headkidneyofexperimentalyinfectedcommoncarpfry(H&Estain).
Degenerativeerythrocyte(arrowheads)arenoted
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Fig.25.Headkidneyofhealthycommoncarpfry(H&Estain).
Fig.28.Electronmicrographofheadkidneyofexperimentalyinfectedcommon
carpfry.erythrophagocytosisbymacrophageisobserved.Er=Erythrocyte,
Mp=Macrophage.Scalebar=5〟m.
-33-
t.I'ir;I,i･:'′{i･1.
rlI･Lly,rFrjL._- ?? ? ? ? ?
?? ????? ? ? ? ?? ? ?? ? ?? ? ? ? ? ?
iL1:･1-/'■1
? ?? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
Fig.29.Bodykidneyofnaturalyaffectedcolorcarpjuvenile(H&Estain).
PathologlCalchangeisnotobserved.
Fig.30.Bodykidneyofexperimentalyinfectedcommoncarpfry(H&Estain).
Degenerativeerythrocyte(arrowheads)arenoted.
-34-
Fig.31.Bodykidneyofhealthycommoncarpfry(H&Estain).
Fig.32.Electronmicrographofbodykidneyofexperimentalyinfectedcommon
carpfry.Erythrophagocytosisbymacrophageisobserved.Er=Erythrocyte,
Mp=macrophage.Scalebar=5Jm.
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Fig.33.Spleenofnaturalyaffectedcolorcarpjuvenile(H&Estain).Pathological
changeisnotobserved.
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Fig.34.Spleenofexperimentalyinfectedcommoncarpfry(H&Estain).
Degenerativeerythrocyte(arrowheads)arenoted.
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Fig.33.Spleenofhealthycommoncarpfry(H&Estain).
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ig.39.Posteriorintestinaltractofhealthycommoncarpfry(H&Estain).
蛋.40.Electronmicrographofdegenerativecelsinintestinaltract.microvili
(arrowheads)areobservedonsurfaceofdegenerativecel.Scalebar=5Elm.
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第4節 病原体の増殖部位
第3節の病理組織観察の結果から浮腫症病魚の鰹にはウイルスが存在すること
が明らかとなった｡このウイルスは,自然発病魚と実験感染魚の双方で観察され
るので,本症の病原体であることが強く示唆される｡そして,このウイルスは鯉
から頻繁に観察され,他の組織では表皮で僅かに観察されたのみであった｡この
ウイルスが,本症の病原体であるとすれば,病原体の増殖部位は鯉であろうと推
定される｡しかし,実際の病原体の存在部位は感染価の面からも検討して確認す
る必要がある｡そこで,病魚の各臓器の感染価を比較し,感染価のもっとも多く
存在する臓器を特定するとともに,さらにその臓器に全魚体中の感染価のどのぐ
らいが存在するかについても検討した｡本症の病原体の増殖を支持する培養細胞
は,現在のところ見つかっていないので,病原体の定量はマゴイ稚魚を用いた実
験感染によって行った｡
材料と方法
定量的実験感染 体重0.05-0.20gのマゴイ稚魚 5尾を300mgの飼育水 (脱塩素
水道水)とともにプラスチック製のビーカーに収容した｡ビーカーには蓋とエアー
レーションを設けた｡このような飼育実験区を複数用意し,この中に階段希釈し
た接種源を各 300Llずつ加えて接種した.その後 実験魚は,水温を21-23℃ に
保ちながら止水で飼育し,舞死の有無を10日間観察した｡実験装置の詳細は付録
に示した｡
各臓器の感染価の比較 10尾の実験感染瀕死魚(平均体重0.72g,感染後 4日)を
解剖し,鰭,腎臓 (頭腎と体腎),牌臓,肝豚臓,消化管,心臓を各個体から全量
取り出した｡これらを臓器毎にプールし,乳鉢と乳棒で磨砕し,滅菌蒸留水で100
倍に希釈し,1,500×g,10分間の遠心をした.この上清を100･5(3.16)倍ずつ階段希
釈して定量的実験感染に供試した｡
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全魚体中に占める鯉での病原体の存在量比 鯉と,鯉を取り除いた残りの魚体の
感染価を個体別に比較した｡3尾の実験感染瀕死魚 (体重 0.14-0.42g,感染後 4
日)を鯉と残りの魚体に分け,上記と同様にして鯉と残りの魚体の磨砕液をそれぞ
れ調製した｡これらを定量的実験感染に供試した｡鯉と残りの魚体の感染価と重
量から,以下の式に従い鯉での相対感染価を算出した｡
Relativeinfectivity(%)=tGiXGw/(GiXGw+RBiXRBw))×100
Gi=highestdilutionratioofgilsinfishwheremortalitywasobserved.
Gw=weightofgils.
RBi=highestdilutionratioofthebodyexpectgilsinfishwheremortality
wasobserved.
RBw=weightofthebodyexpectgil.
結果と考察
各臓器の感染価 定量的実験感染では,いずれの実験区でも舞死が認められた場
合には100% の魚が舞死した｡最も感染価の高い臓器は鰹で,107･0希釈まで舞死が
認められた(Table5)｡鰹以外に感染価の認められた部分は残りの魚体で,104･5希
釈で舞死が認められた｡牌臓,腎臓,消化管,肝僻臓,心臓では最も低希釈の感
染区 (104･5) においても舞死が認められなかった｡この結果は,鯉での重量当たり
の感染価が,残りの魚体と比較して316倍,他の臓器と比較すると1,000倍以上高
いということを示している｡
全魚体中に占める鰹での感染価の割合 全魚体に対する鯉での相対感染価は,各
個体で,82,83,96% という結果となった(Table6)｡鯉の重量は,金魚体重の約
5%であるので,コイの浮腫症病原体は非常に限局された部分に集中して存在する
ことになる｡また,鰹以外にも僅かに病原体の存在する部分が内蔵諸器官を除い
た残りの魚体中にあるものと考えられる｡
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鯉に感染価が集中して存在することは,電子顕微鏡観察において鰹からウイル
ス粒子が頻繁に観察されたことと一致している｡また,内蔵諸器官で,感染性が
認められないことは,鰹と皮膚以外の病変部位からウイルスが観察されなかった
こととも一致している.鯉と内蔵諸器官を取り除いた残りの魚体に認められた感
染価は,おそらく皮膚に存在するウイルスがその一部をになっているものと思わ
れる｡
Table4.Distributionofinfectivltytiterofseveralorgansandthe
eviscel･atedbodyofartificialyinfectedcarpfry
Occurrenceofmortality*1
Sourceofinoculum
Dilutionof
homogenates*2 GL KD SP IT HP HT EB
104･5
105･0
105･5
106･0
106･5
107･0
107･5
???????
?
??
?
?
+
Abbreviations:GLFgil;KD=kidney;SP=spleen;IT=intestine;HP=
hepatopancreas;HT=heart;EB=evisceratedbody.
*lFiveexperimentalfishweighing0.12gwereusedineachtestand
observedfor10days.Whenfishdeathhasbeenobserved,mortality
reachedloo鞄withintheexperimentalperiod
*2Homogenateofdiferentorgans/evisceratedbodyfrom10moribund
(meanbodyweightO･72g,4days.Postinfection)wereserialy
dilutedandaddedtoabeakercontaln!ng300mlofwaterandthe
experimentalfish.ThedilutionratioISexpressedbasedonfinal
dilution.
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Table5.Distributionofinfectivltytiterbetweengilandtheremaining
bodyofartificialyinfectedcarpfry
Occurrenceofmortalityamongtestfish'1
Sourceofinoculum
Dilutionof
homogenate*2
DiseasedDiseasedDiseased Control
Fish1 Fish2 Fish3 (Healthyfish)
GLRB GLRB GLRB GLRB
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
? ? ?
?
?
?
?
? ???
?
?
? ???
?
?
NT+ NT+ NT+
NT+ NT十 十 一
十 一 十 一 十 一
十 一 十 一 十 一
十 一 十 一 十
+ - + - NT
NT + NT - NT
NT - NT - NT
NT-
NT -
NT
NT
NTNT
NTNT
Totalbodyweight
Weightofgil
Weightofthebody
ex pectgills
Re lativeinfectivltyOfgil
0.23g 0.14g 0.42g
0.01g 0.01g 0.02g
0.22g 0.13g 0.38g
82% 95% 83%
Abbreviations:GL=gil;RB=remainlngbody;NT=nottested.
*1Fiveexperimentalfishweighing0.05gwereusedineachtestand
obseⅣedfor10days.
*2Homogenateofgilandtheremainlngbodyof3moribundwere
preparedindividualy,serialydilutedandaddedtoabeakercontainlng
300mlofwaterandexperimentalfish.
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【四声■
第5節 病原体の大きさ
第1節の実験結果から,本症の病原体は450nmのメンブレンフィルターを通過
可能であることが示された｡また第3節の電子顕微鏡観察の結果から病魚の鯉に
大きさ265×335nmのウイルス粒子が存在していることが明らかとなった｡本実
験では,本症病原体のメンブレンフィルター通過性を調べ,電顕的に認められる
ウイルス粒子の大きさと一致するかを検討した｡第1節の実験ではセルロースア
セテート製(以下,通常タイプ)のフィルターを用いているのに対して,本実験では
ポリカーボネイト製(以下,アイソポア-タイプ)のフィルターを用いた｡通常タイ
プのフィルターは,孔径が均一ではないので,表示の孔径よりも大きなものも僅
かに通過させたり,小さなものも僅かにトラップしてしまったりする｡また,非
特異的な吸着によってウイルスの力価を下げがちな性質も有している｡これに対
して,アイソポア-タイプのフィルターは,均一な孔径をもち非特異的な吸着も
少ない｡つまり,ウイルスのような比較的均一な粒径を有する微生物の大きさ推
定の用途に優れている｡そこで本実験では,アイソポア-タイプのフィルターを
用いて浮腫症の病原体の大きさの推定を行った｡
材料と方法
漉液の調製 実験感染魚から鰹組織を集め,乳鉢と乳棒で磨砕し,滅菌蒸留水で100
倍に希釈した｡この磨砕波を,1,500×g,10分間の遠心をし,上清を回収した｡上
清の一部を孔径400nmと200nmのメンブレンフィルター(HT,GT,MILLIPORE)
で漉過し,接種源とした｡また,漉過を行っていない上清の一部を対照の接種源
とした｡
定量的実験感染 第4節と同様にして行った｡
- 44 -
結果と考察
各実験区での舞死の有無を,Table6に示した｡接種液の希釈率は,水槽に加え
たあとの最終希釈率で示してある｡孔径400nmフィルターの渡波では,106･0希釈
まで舞死が認められたのに対し,孔径200nmフィルターの渡波では全く舞死を認
めることが出来なかった｡対照と比較すると,400mmの渡波は力価の低下が1/3.16
程度であったのに対し,200nmの漉液は1/316以下に力価が低下した｡このこと
から,浮腫症病原体は,400nmは通過可能であるが 200nmは通過不可能といえ
る｡つまり浮腫症病原体の大きさは200nm以上400nm以下であると考えられる｡
Table6･Filterabilityoftheinfectiousagent*1
Occurrenceofmortality
Poresize*2
Dilution Control*3 400mm 200mm
104･5
105･0
105･5
106･0
106･5
107･0
107･5
?????】
?
??????
?
*1Filtratesofgilhomogenatewereserialydilutedand
inoculatedto5experimentalfish(0.09g).
*2Isoporemembrane(MILLIPORE)wasused.
*3Homogenatewasinoculatedwithoutfiltration.
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小括
本章では,コイの浮腫症の病因を検討した｡自然発病魚の磨砕波液をマゴイ稚
魚に浸漬接種すると浮腫症状を伴う舞死が認められ,さらに実験発病魚からも同
様に浮腫を伴う巣死を再現することが繰り返し可能であった｡従って,本症の発
症要因は漉適性で増殖性の因子,すなわちウイルスやマイコプラズマのような病
原体が想定される｡しかし,魚類培養細胞を用いたウイルス分離を試みたが,病
原体の培養は出来なかった｡
次に,病魚の病理組織観察を行い,病変の認められた組織に関してはすべて透
過型電子顕微鏡で観察し,電子顕微鏡的に病検体を検出することを試みた｡病理
組織観察では,自然発病魚に鯉薄板上皮の増生,表皮の海綿状化,勝外分泌細胞
の細胞内空胞形成等の病変が認められ,これらは実験感染魚にも再現されていた｡
実験感染魚では,造血組織内でのマクロファージによる赤血球会食,後部消化管
管腔内に変性細胞の存在も認められた｡これら組織の電子顕微鏡観察では,臆薄
板上皮の細胞質中から楕円形で大きさ270×340mm程のボックス様ウイルス粒子
が観察された｡このウイルス粒子は自然発病魚 ･実験感染魚の双方から観察され,
実験感染を12回繰り返した時点でもその存在を確認できた｡電子顕微鏡観察の結
果は,このウイルスが浮腫症の病原体であることを強く示唆している｡ しかし,
鯉の組織像は致命的な退行性病変ではなかったので,このウイルスが本症の原因
であると断じる前に,他の病原体の関与の可能性を検討した｡
他の病原体の関与の可能性は,病原体の存在部位と大きさから検討した｡本症
の病原体は現在のところ培養不可能なので,感染価の測定は,マゴイ稚魚を用い
た定量的実験感染によって行った｡実験感染魚の各臓器の感染価を測定した結果,
病原体の増殖部位は鯉であることが明らかとなった｡また,病原体のフィルター
通過性を検討したところ,400nmは通過可能であるが,200nmは通過不可能で
あった｡これら,病原体の存在部位ならびに大きさは,電子顕微鏡観察の結果と
一致しており,他の病原体の関与の可能性は考えられなかった｡
本症におけるウイルスの感染と発病機構に関しては,鯉にウイルスが存在する
ことから,鯉の浸透圧調節機能が障害されて,病魚は浮腫症状を呈して舞死に至
る可能性が考えられる｡須貝 ･守屋 (1986)は,浮腫症病魚において血嚢中のナト
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リウムと塩化物が低下していることを指摘している｡魚類の鰹の浸透圧調整機能
は,海水あるいは汽水環境中では塩類細胞が担当しており,この場合塩類細胞は,
Na'イオンを能動的に排出していることが知られている (Fosket etal.,1983;
Zadunaisky,1984)｡しかし,淡水環境中においては,鯉で塩化物の能動的取り込
みが行われていることが明らかにされているが,この機能をどの細胞が担当して
いるのかは不明なままである (Kresteter皮 Kirschner,1971)｡本研究では,浮腫
症実験感染病魚の鯉組織の塩類細胞にウイルスが感染している像も観察している
が,ウイルス感染と浸透圧調節機能の障害機構に関しては今後の課題としたい｡
以上,このウイルスが自然発病魚と実験感染魚の双方の鯉から観察されること,
感染価から調べた病原体の存在部位と大きさは電子顕微鏡観察によるウイルスの
検出部位と大きさに一致しており他の病原体が関与している可能性がないこと,
鰹には致命的となりそうな退行病変が認められないものの鰹には浸透圧調製機能
がありウイルス感染によりこの機能が障害されて感染病魚は浮腫症状を示して舞
死する可能性が考えられることから,コイの浮腫症の病原体は鯉薄板上皮細胞の
細胞質中に存在するウイルスであると結論した｡そして,本疾病に対し病名を
｢コイのウイルス性浮腫症 viraledemaofcarp｣,病原体名を ｢コイ浮腫症ウイ
ルスCarpedemavirus｣と命名した｡
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第2章 コイ浮腫症ウイルスの性状
第1章の実験結果から,コイのウイルス性浮腫症の原因は,病魚の鰹薄板上皮
に感染するウイルスであることが明らかとなった｡このウイルスは形態的にポッ
クスウイルスに類似している｡ 魚類ではこれまでに感染症の原因としてポックス
ウイルスが同定された報告例はない｡すなわち,このウイルスは単に新しい病原
体であるばかりでなく,魚類から発見された最初のポックスウイルスである可能
性が高いという点でもウイルス学的な関心が持たれる｡ 近年,クロダイの上皮壊
死症で実験感染魚の消化管管腔内の剥落細胞中にボックス様ウイルスが存在して
いることが口頭で伝えられた (一色ら,1995)｡魚種,症状,ウイルスの組織親和
性が異なる点から,クロダイから観察されたウイルスはコイの浮腫症原因ウイル
スとは異なるウイルスであろうと推定される｡しかし,今後このクロダイのウイ
ルスも含め,他のウイルスと浮腫症原因ウイルスとの比較を行うため,ウイルス
の性状を明らかにし,分類的な位置を決定し,さらにウイルスに対する特異的な
プローブを作成して行くことが必要とされる｡そこで本章では,主に本ウイルス
q)分類的位置を決定することを目的とし,ウイルスの形態と増殖様式,核酸の種類,
種々の処理に対する感染価の安定性について検討した｡
第 1節 コイ浮腫症ウイルスの増殖様式
ウイルス感染細胞の電子顕微鏡観察により,ウイルスの形態的側面としてウイ
ルス粒子の構造,大きさ,粒子構築部位ならびにその過程を明らかにすることを
目的とした｡
材料と方法
ウイルス感染細胞の電子顕微鏡観察 第1章第3節と同様にして実験感染魚の鯉
の超薄切片を作成し,透過型電子顕微鏡でウイルス感染細胞を観察した｡
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ウイルス粒子の大きさの測定 倍率20,000倍でウイルス粒子を撮影し,さらに拡大
して印画紙に焼き付け(44740倍),印画紙上での大きさを定規で0.5mm単位で測
定し,平均値,最頻値を求めた｡数値は 5nm単位にまとめた｡測定は,ウイルス
粒子の長径,短経,をそれぞれ表面構造を含めた場合と含めない場合について
行った｡
結果と考察
ウイルス粒子の形態と構築過程 本ウイルスのウイルス粒子構築は細胞質内で起
こる｡ウイルス感染細胞の細胞質内には,成熟粒子,未成熟粒子,viroplasmが観
察される (Fig.41)｡写真中で最も高い電子密度と複雑な構造を有する粒子が成熟
粒子,中程度の電子密度で限界膜に被われている粒子が未成熟粒子,やや高い電
子密度で不定形で不完全な限界膜を有する構造がviroplasmである｡未成熟粒子は
viroplasmの近傍から生じる(Fig.42)0viroplasmにごく近接している未成熟粒子
は,外側の膜が完全に閉じていないのが観察される｡未成熟粒子内には電子密度
の高い部分が現れ,続いてこの電子密度の高い部分が限界膜に仕切られてコア-
となる (Fig.43)｡このとき同時に外側の限界膜からは表面構造が形成される｡成
熟粒子は,楕円形で,内部には1つのラテラルボディーとソラマメ型のコア-,外
側には円筒形の構造単位がコア-のある側にのみ存在する (Fig.44)｡成熟粒子の
大きさの平均値は,335(300-400)nmX265(245-290)nm,表面構造を含めない
場合には295(270-335)nmX220(200-245)nmであづ た｡また,最頻値は表面構
造を含めた場合と含めない場合で それぞれ 335mmX270nm と290mmX220mm
で,平均値とほぼ一致していた｡このような形態｡大きさ ･粒子の構築過程なら
びに構築部位はポックスウイルス科に特有の形態 ･増殖様式である(Murphyetal.,
1995;Dales,1963;Devauchelee′°.,1971)0
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第2節 コイ浮腫症ウイルスの核酸性状
第2章第 1節の実験結果から,本ウイルスはポックスウイルスに特有の形態的
特徴を有していることが明らかとなった｡しかし,科レベルでの分類的位置を確
定するには核酸の性状についても明らかにする必要がある｡そこで,ウイルスの
核酸型が,DNAであるかRNAであるか,1本鎖であるか2本鎖であるか,分節を
有するか有さないかを明らかにすることを本節での目的とした｡
実験-1 ウイルス核酸の調製
本ウイルスの精製法については,本研究室の的山 (1996)によって調べられてい
る｡それによると,実験感染病魚鯉組織を出発材料とし,超遠心による濃縮後,
ショ糖不連続密度勾配遠心により,53%(W/W)と44%(W/W)の境界層に感染価を
集めることが出来るとされている｡本研究では,大量調製を行うため濃縮手順や
ショ糖の重層量等に若干の変更を加えたが,ほぼ的山の方法に従ってウイルスを
精製した｡精製各段階のサンプルから全核酸を抽出して,アガロースゲル電気泳
動を行いウイルスを含む画分に特有な核酸が含まれているかを検討した｡
材料と方法
ヽ
ウイルス材料の調製 ウイルスを含む材料として,実験感染魚の鯉を用いた｡マ
ゴイ稚魚 (体重 0.4-1.0g,250尾/30cm水槽)に浮腫症病魚鰹磨砕液 (10倍濃
度で磨砕 し800×g,10分間の遠心を行った上清)を1,000倍濃度で 1時間浸漬接
種した｡水温20-24℃で無給餌 ･無換水で飼育し,4-5日後に舞死率40% となっ
た時点で生残魚を回収し,-70℃以下で凍結した｡実験感染魚は,解凍した後,
氷冷下で鯉組織を取り出し,プールして使用時まで再び -70℃ 以下で保存した.
ウイルスの精製 約 9gの病魚鰹組織を出発材料とした｡鯉組織は解凍後,乳鉢
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と乳棒で磨砕し,滅菌蒸留水で10倍に希釈して1,500×g (BECKMAN GPR
Centrifuge2,540rpm,CORNIG430921),10分間の遠心を行い上清を回収し,更に
3,000×g(3,750rpm),10分間の遠心をした｡この上清を,100/0,310/o(W/W)
ショ糖 (10mMTris-HClpH9.0)に重層して (HITACHI40PET,下から31%5
ml,100/.2ml,サンプル約 30mlX3本),51,900×g(HITACHISRP28SA,20,000
rpm),60分間の遠心分離を行った｡上清をアスピレー トして沈殿を回収し,10mM
Tris-HCl(pH9.0)9.0m/に再浮遊して超音波処理 (PasolinaUSC-1,3分間)を行
い,1,500×g(BECKMANGPRCentrifuge2,540rpm,FALCON2097),10分間
の遠心を行い上清を回収したOこれを更に 530/.,44% (W/W)ショ糖 (10 riM
Tris-HClpH9.0)に重層して (HITACHI5PET,下から 53% 0.8m/,44% 1.5
ml,サンプル 3mlX3本),85,500×g(HITACHRPS55T-2,20,00rpm),120分
間の遠心を行った｡530/.と 440/Oの境界層のバンドを 注射器で回収し,10riM
TriS-HClで 5.0mlに希釈し,85,500×g(HITACHRPS55T-2,20,000rpm),30
分間の遠心分離を行い,沈殿を 300lLlの 10rM Tris-HCl(pH9.0)に再浮遊し,
超音波処理 (pasolinaUSC-1,3分間)をしたものを精製ウイルスとした｡すべて
の操作は,4℃ または水冷 下で行った｡対照として,健康魚の鰹組織約 3gから
同様な精製操作を行ったものも用意した(病魚組織の1/3スケールで行い最終容量
100lLlとした)0
精製途中段階のサンプリング 3,000×g上清300Ll(全量の1/100),3,000×g沈殿
全量を蒸留水で 300LLlに再浮遊したもの■(全量),超遠心の上清 300Ll(全量の
M OO),10%上層と31%上層は境界がなくなってしまったので,両者をまとめて全
量を回収し混合したものの内 300Ll(全量の約 1PO),440/.上層 300FLl(全量の
約 1/10),530/.上層 100lLl(全量)を全核酸抽出に供試した.相対的な量は,出
発材料 3g当たりの量で示した｡
全核酸の抽出 精製ウイルスまたは,途中段階のサンプルをエツペンドルフ
チューブに入れ,1/30容の 10%SDSと1/100容の 10mg/mH'roteinaseKを加
え, 50℃,1時間インキュべ-トした｡これに等量の PCI溶液 (調製法は下記*)
を加え,ローテー ターで10分間穏やかに捜拝し,4℃,15,000叩m,15分間遠心
-53-
して上清を回収した.pCI処理と遠心をもう一度繰り返したあと,上清に1lLl
のグリコーゲン(20mg/mJ,BOEHRINGERMANNHEIM)と1/10容の 3M酢酸
ナトリウムを加えて撹拝し,さらに 2倍容のエタノールを加えて授拝し,-To℃
以下に 15分間静置した後,4℃,15,000rpm,15分間遠心して核酸を沈殿させ
た｡沈殿を舞い上げないように注意深く上清をチップで抜き取り,70%エタノール
200両 を加えて沈殿を捜拝してから4℃,15,000叩m,10分間の遠心をして再び
同様にして上清を抜き取り,室温に放置 して沈殿を乾固させた｡この核酸を滅菌
超純水 100LLlに溶解し,使用時まで-35℃ で保存した｡
*pcI 溶液の調製 ;フェノール (特級) を恒温槽で 68℃ に加熟して融解し,
8-quinolinolを 0.10/Oになるように加えたoこれに等量の 0.1MTriS-HCl(pH
8.0)を加えて撹拝し,室温で2層に分離するまで静置し,上清を捨てた｡これを3
回繰り返したものをTris飽和フェノールとした｡Tris飽和フェノール :クロロホ
ルム :イソアミルアルコール-25:24:1で混合したものをpcI溶液とした｡
アガロー スゲル電気泳動 緩衝液は,TBEBuffer(TrislO8g,ほう酸 55g,0.5M
EDTApH8.050mlに蒸留水を加え101とする)を使用した｡アガロース(SIGMA
TypeⅡ)は,0.8% となるようにTBEBufferで調製した｡調製しておいた各種の
全核酸の内 5plを,llLlのLoadingBuffer(40% (W/V)グリセリン,0.25% BPB,
0.1MEDTA)IAmbdaDNAのHt'ndⅢ 消化物も同時に泳動した.染色は,CYBER
Green溶液 (FMCBioProducts:原液を20mMTris-HCl,1rrM EDTApH8.0で
10,000倍に希釈したもの)で,60分間浸透した｡これに254mmの UVを照射し
(Uvトランスイルミネ一夕-,TS-15UVP,INC),CYBER Greengelstain
photographicfilter(FMCBioProducts)とSHARPCUT39filter(FUJI)を使用し
て,PolaroidType667フイルムで泳動像を撮影した｡
結果と考察
ウイルス核酸の調製 53%上層のバンド(感染が集まる画分)から抽出した全核酸に
はマーカーの23kbp付近に1本の太いバンドと,2kbp以下の部分に帯状の核酸の
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存在が認められた (Fig.45)｡帯状の核酸は,健康魚の舵に精製操作を加えたもの
も含 めすべての画分にその存在が認められる｡従って,この帯状の核酸は宿主由
来の核酸が精製操作によって分断されたために生じたものと推定される｡一方,
ウイルスを含む画分で観察された巨大分子の核酸は,他の分画ではほとんど認め
ることが出来ない｡従ってこの巨大分子の核酸が,ウイルス核酸であると判断し
て以降の実験を進めた｡
二 二 二 十
P urified fromtheg ill Purifiedfromthegil
o fthehealthyfish. ofthediseasedfish.
ヽ
Fig･45･Agarosegelelectrophoresisoftotal●nucleicacidextractedfromseveralsteps
ofviruspurification.44%-53%fractionpulifiedfromthediseasedfishwhich
shouldcontainsmostofinfectivlty,haveabandofhugemolecularmass.
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実験-2 ウイルスの核酸型
実験-1の結果から,的山の方法で精製したウイルス画分には,巨大分子の核酸
が含まれ,これがウイルス核酸であることが推定された｡ここでは,この核酸が
DNA であるか RNA であるか,1本鎖か 2本鎖かについて検討を行うため,各
種のヌクレアーゼによる消化試験を行った｡
材料と方法
ウイルス核酸 実験-1で調製した53%上のバンドから抽出した全核酸をウイルス
核酸として供試した｡
DNase消化試験 DNaseIを用いた｡DNaseIは,DNA特異的エンドヌクレアー
ゼで1本鎖 ･2本鎖いずれのDNAもランダムに消化する｡バッファーは,30mM
TriS-HCIpH7.5,150riMKClとした.使用時の濃度は,20Lg/mlとした.対照
には LambdaDNAのHindⅢ消化物を用いた02倍濃度のバッファー ･酵素混合
液を調製し,これをウイルス核酸溶液と1:1で混合して37℃ 1時間インキュベ-ト
した｡
RNase消化試験 RNaseAを用いた｡RNaseはピリミジンリボヌクレオチドの3'側
を選択的に切断する｡対照には,rRNAを用いた｡バッファーは,10mMTriS-HCI
pH8.0,1mMEDTAとした.使用時の濃度は,20Lg/mlとした｡DNaseと同様に
して 37℃ 1時間インキュべ-トした｡
MBN消化試験 MBN(mungbeannuclease)は,DNAとRNAのいずれとも1本鎖
特異的に消化するエクソヌクレアーゼである｡バッファーは,30 mM
CH3COOHNa,50mMNaCl,1mMMgClを用いた｡使用時の濃度は2.5U/FLl
とした｡MBN消化には未変性の核酸と,2分間の煮沸により変性させた核酸を供武
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した｡対照にはサケ精巣DNAを用いた｡DNAと同様にして 37℃1時間インキュ
べ-トした｡
制限酵素消化試験 制限酵素消化には,EcoRI,BglⅢ,HindⅢ,PstI,CpoI,
SmaIを用いた.各酵素は,宝酒造株式会社から購入したOバッファーは各添付
のものを使用し,各推奨温度で一晩インキュベ-トした｡
アガロースゲル電気泳動 実験-1と同様にした｡ただし,制限酵素消化試験では,
0.5%のアガロース(SeaKemGold,FMCBioProducts)を使用した｡
結果と考察
DNase,RNase,MBN消化試験 結果をTable了に示した｡ウイルス核酸はDNaseで
消化され,RNaseでは消化されなかった｡また,MBN 消化では,末変性状態で
は消化されず,変性後には消化された｡従って,ウイルスのゲノムは2本鎖のDNA
で構成されていると判断した｡MBN 消化試験の対照に用いたサケ精巣 DNA は,
変性後に消化を行っても一部の大分子量の核酸が存在していた｡これは,MちN
がエクソヌクレアーゼであるために 1時間の反応時間では大分子量の核酸が消化
しきれずに残ったためだと考えられる｡一方,熟変性後に MBN 処理を行ったウ
イルス核酸では,バンドが消失していた｡このことから,ウイルスのゲノムは,
宿主であるコイのゲノムほどは大きくないといえる｡
制限酵素消化試験 ウイルス核酸は,用いた制限酵素の内 CpoI,SmaIでは消
化されなかったが,EcoRI,BglI,HindⅢ,PstIでは消化された｡このうち
HL'ndⅢ と PstIでは,バックがスメア-な泳動像となったが,EcoRIとBglⅡで
は多数のバンドを生じた｡EcoRIでの消化の結果をFig.46に示した｡制限酵素で
消化されることからも,このウイルスのゲノムは2本鎖DNAである｡また,宿主
であるコイのゲノムほど複雑なDNAであれば,消化後の泳動像はスメア一になる
はずであるが,多数のバンドを生じるということは,このDNAが宿主のゲノム ほ
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どは複雑ではいある一定の大きさを持っていることを示している｡消化されな
かった酵素に関しては,ウイルスDNAのメチル化の影響が考えられる｡このウイ
ルスが,細胞内で増殖するDNAウイルスであるからには,ウイルス自身がDNA
ポリメラーゼを持っているはずである. 同時にメチラーゼを有していて,自己の
DNAを修飾している可能性が考えられる｡
Table7.ResultofDNase,RNaseandMBNtreatmentofvirusgenom
Sampleandtreatment Electrophoreticpatem
Beforetreatment
Virusgenom
Denaturedvirusgenom
Lamb血 HindⅢ (dsDNA)
rRNA(SSRNA)
siDNA(dsDNA)
DenaturedsiDNA(SSDNA)
DNase
VirusgenomLambdaHindⅢ
rRNA
RNase
Virusgenom
LambdaHindⅢ
rRNA
MBN
Virusgenom
DenaturedviralNA
siDNA
DenaturedsiDNA
Singlebandinlargelength
Singlebandinlargelength
0.5-23kbpladder
Smearband
Smearband
Smearband
Digested
D igested
N ot digested
Notdigested
Notdigested
Digested
Notdigested
Digested
Notdigested
Almostdigested
(someoflongmoleculeremained)
Abbreviations:dsDNA=doublestrandedDNA;ssDNA=slnglestranded
DNA;rRNA=dbosomalRNA;siDNA=salmonintestineDNA.
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Fig.46.Resultofrestrictiondigestofviralnucleic
acid.Viralnucleicacidwasdigestedwithrestriction
endonuclease(EcoRI),andwaselectrophoresedlLt
27mAfb∫14hin0.5%agarosegel(SeaKemGold
FMC BioProducts).Lanes;(1)LambdaHZ'ndm,
(2)Nativeviralnucleicacid,(3)ViralluCleicacid
digestedwithEcoRI.
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実験-3 ウイルス核酸の分節の有無
実験-2の結果から,ウイルスゲノムは2本鎖 DNAで構成されており宿主のゲ
ノムより複雑度の低いものであることを明らかにした｡しかし,通常のアガロー
スゲル電気泳動の分離能では 30kbp以上の巨大分子間を分離することは不可能で
あり,ウイルスゲノムが単一の分子であるか分節を有するかは不明なままである｡
また,ウイルス分子の長さについては,制限酵素消化断片の長さを合計すること
を試みたが,断片数が多く分離が不充分なため制限断片からの推定は困難であっ
た｡本実験では,巨大な DNA 分子を分離可能なパルスフィールドゲル電気泳動
(chuetal.,1986)により,この核酸が分節を有するか単分子であるかの検討を
行った｡
材料と方法
ゲルプラグの作成 実験-1で調製した精製ウイルス液を,1% 低融点アガロース
(InCertFMCBiofh･oducts,融解後37℃に保温)と等量混和してモール ド(10mmX5
rm x1mm)に流し込んでゲル化させた｡これを,ESP溶液中(オートクレー ブした
500rM EDTApH8.0に 1% 量のN-ラウロイルサルコシン酸ナトリウムと1/10
容の 10mg/m/のプロテアーゼ K を加えたもの)で,50℃ 2日間保温した｡その
後,×lPTBEで30分間2回洗浄して,ゲル内にバッファーを浸透させたものを
サンプルゲルとした｡マーカーとして,hmbdaEMBL3の精製粒子(A2跡=2に調製)
に同様の処理をして,42kbpの 1-20量体を形成させたものも作成した｡
パルスフィー ル ドゲル電気泳動 泳動槽は,CHEFタイプのものを用いた｡泳動用
バッファーは,1βTBEとした｡アガロース(SeaKemGold)は1.2% とし,サンプ
ルゲル溝にゲルプラグを挿入して,1% の低融点アガロース (InCert;マーカーダ
イとして各 0.25% ブロモフェノールブルーとキシレンシアノールを含む)で封じ
た後,パルスタイム 40秒でバッファー温度 14oC,6v/cmで 18h泳動した｡そ
の後,通常の電気泳動と同様にして CYBERGreenで 染色 ･可視化した｡
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結果と考察
パルスフィー ルドゲル電気泳動 ウイルス核酸は,マーカーの420kbpと462kbp
の間に単一のバンドを形成した (Fig.47)O従って,このウイルスのゲノムは分節
を有さず単分子で構成されている｡また,ウイルス DNA の構造が,他のポック
スウイルスと同様に 2本鎖直線状の構造をとっているとすると,ウイルスゲノム
の分子サイズは約450kbpである｡
ウイルスの中で最大のゲノムサイズはmosquitoiridescentvirusの440kbpで
あるoポックスウイルス科では昆虫類を宿主とするEntomopoxv血sC属の中に380
kbpのゲノムサイズのものがある (MurphyeJ姑 1995)｡本ウイルスのゲノムサ
イズが 450kbpであるとすれば,ウイルスの中で最大級のゲノムを有しているこ
とになる｡また,このゲノムサイズでは 400種類程のタンパクをコードすること
が可能であろうと思われるo 今後,このウイルスについての更なるウイルス学的
検討に興味が持たれる｡
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第3節 コイ浮腫症ウイルスの安定性
第2章第1節と第2節の実験結果から,コイ浮腫症ウイルスの形態と核酸型が
明らかとなり,このウイルスがポックスウイルス科の一員であることが示された｡
ウイルスの安定性は,現在のウイルス分類体系,特に科レベルまでの分類に関し
てはあまり重要視されていない｡しかし,以前には培養細胞を用いて新たなウイ
ルスが分離されたときに,そのウイルスの性状を調べて分類的な群別が行われていた
(石井,1973)｡たとえば,核酸型が DNA,有機溶媒に感受性,酸 (pH3.0)感受
性であればポックスウイルスまたは-ルペスウイルスであり,されに大きさが
230×300mm 程であればポックスウイルス群であるとのごとく推定される｡コイ
浮腫症ウイルスの場合には,培養細胞を用いて検定することが出来ないため,検
定できる項目に制限があった｡すなわち IUDR感受性 (ウイルス核酸が DNAで
あるかRNAであるか)のような培養液中に何かを加えてウイルスの増殖阻害が起こ
るかといったことを検討することは出来なかった｡ここでは,有機溶媒感受性 ･
熱安定性 ･pH感受性について定量的実験感染を用いて調べた｡
実験-1 ウイルスの有機溶媒感受性
コイ浮腫ウイルスを含む組織磨砕波をエーテルならびにクロロホルムで処理し,
感染性が失われるかを検討した｡通常エンベロープを有するウイルスでは,有機
溶媒処理によって失活するとされている｡ただし,ポックスウイルスの場合には,
エンベロープを有しているにも関わらず失活しないものがあることが知られている｡
材料と方法
ウイルス液の調製 実験感染魚の鯉の磨砕波をウイルス液とした｡実験感染瀕死
魚の鯉組織を取り出して乳棒と乳鉢で磨砕し,滅菌蒸留水で 100 倍に希釈し,
1,500×g,10分間の遠心をした.この上清をウイルス液とした.
-63-
エーテル処理 ウイルス液に対し,1/4容のジェチルエーテルを加えて室温で 15
分間接拝した｡その後,10分間のN2バブリングによってエーテルを除去した｡
クロロホルム処理 ウイルス液に対し,1/10容のクロロホルムを加え室温で15分間
接拝した.その後,800×g,10分間の遠心をし上清を回収した.
対照 ウイルス液を室温で15分間接拝した後,室温で10分間静置した｡
定量的実験感染 第1章 第4節と同様にした｡供試魚は,マゴイ稚魚,平均体重
0.09gのものを各区5尾ずつ用いた｡
結果と考察
コイ浮腫症ウイルスの有機溶媒感受性 対照区では,106･5まで舞死が認められた
のに対し,エーテル,クロロホルムで処理したウイルスは,ともに最も低い希釈
率でも舞死が認められなかった (Table8)｡ すなわち,ウイルスの感染価はエー
テル,クロロホルム処理によって 1/316以下に減少した｡従って,コイ浮腫症ウ
イルスは有機溶媒に感受性である｡
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実験-2 ウイルスの熱安定性
コイ浮腫症ウイルスに,20℃,So℃,37℃,50℃の熱処理を加え,不活化される
かを検討した｡温血動物由来のポックスウイルスでは,一般に溶液状態では40℃以
上の熟には感受性とされている｡
材料と方法
ウイルス液 実験-1と同様に調製したものを用いた｡
温度処理 ガラス製バイアルにウイルス液を入れ,20℃,30℃,Sワ℃,50℃の恒
温槽中に30分間静置した｡対照は氷上に静置した｡
定量的実験感染 第1章 第4節と同様に行った｡供試魚は,マゴイ稚魚平均体重
0.07gのものを各区5尾ずつ用いた｡
結果と考察
コイ浮腫ウイルスの熱安定性 結果を Table.9に示した.対照では,106･Oまで舞
死が認められたのに対し,Sワ℃,50℃,で30分間処理した後には,もっとも低い
希釈率 (104･5) でも舞死が認められなかった (感染価は 1/31.6以下に低下).30℃
ではやや感染が低下し(1/3.16),20℃では比較的安定であった｡ただし,ここでの
温度処理時間は30分間としている｡別な実験 (本節の実験-3)において,20℃で
2時間の処理を行った場合には力価の低下(1/3.16)が認められた｡温血動物由来の
ポックスウイルスは,37℃で培養が行われるが,40℃の熟には感受性であるとさ
れている｡コイ浮腫症ウイルスでは,37℃で容易に失活し,30℃においても不安
定である点が温血動物由来のポックスウイルスとは異なっていた｡また,この特
性からコイ浮腫症ウイルスは,温血動物由来の培養細胞あるいは温血動物の体内
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実験-3 ウイルスの pH感受性
コイ浮腫症ウイルスを,PHS.0-10.5の各緩衝液で処理し,pHに対する感受性を
調べた｡温血動物由来のポックスウイルスでは,酸処理 (pH3.0)で容易に失活し,
またpH9.0付近でもっとも安定であることが知られている｡
材料と方法
ウイルス液 実験-1と同様に調製したものを用いた｡ただし,ここでは組織の希
釈率を鰹組織に対して1/5濃度となるように調製した｡
pH処理用緩衝液の調製 pH3.0から10.5まで1.5刻みの10mMの緩衝液を用意
した｡PHS.0から6.5まではクエン酸/リン酸水素2ナトリウム緩衝液,pH7.5
と9.0をトリス/塩酸緩衝液,pH9.0と10.5を炭酸ナトリウム/重炭酸ナトリウ
ムで作成した.これらの緩衝液は,それぞれの酸 ･塩基の 10rM 溶液を作成し,
20℃でpHを測定しながら混合し目的のpHにあわせた(トリスはトリス溶液とトリ
ス塩酸溶液を混合した)｡
pH処理 ウイルス液と10mMの各pHの緩衝液 1:19で混和し,20℃の恒温水槽
中に2時間静置した｡このとき,反応開始1時間後に,ウイルス液と緩衝液の混合
液の一部を取り出し,pH値を実測した｡緩衝液の種類の影響があるかを確認する
ため,pH7.5と9.0では,pHが同じで緩衝液の種類が異なる処理区も設けた｡ま
た,対照として滅菌蒸留水で同様に処理した区も設けた｡
定量的実験感染 第1章第4節と同様に行った｡供試魚は,マゴイ稚魚平均体重
0.16gのものを各区 5尾ずつ用いた｡ウイルス液の希釈率は,各処理に用いた緩
衝液を用いたo緩衝液の影響だけを観察する対照区 (948FLl接種)と20℃2時間
の処理無しで直ちに接種を行う区も設けた｡
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結果と考察
コイ浮腫ウイルスの pH感受性 各 pHでの処理後のウイルスの感染価をTablelO
に示した｡ウイルスはpH6.1以下あるいは10.2以上では感染価が検出されなかっ
た｡pH7.5付近と9.0付近では比較的安定で,pH9.0付近でより安定であった｡酸
に感受性であることとpH9.0付近で安定であることは,温血動物由来のポックスウ
イルスと同じであった｡
Table10.pHsensitivltyOfcarpedemavirus
Measured lnfectivlty Titer
TreatedpH(Buffer) pH titer reduction
Control
SterilizedDW*l
SterilizedDW
Experiment????
?
? ??? ?? ?
‖ ?
??? ?????
?
? ?
?
?
?
?
?
??
? ?
? ?
?
? ?
??
10 6･0
10 5･5
ND
ND
ND
105･0
105･0
105･5
105･5
ND
<1/10
<1/10
<1/10
1/3.16
1/3.16
1/1
1/1
<1/10
Aliquotsofinfectivetissuehomogenateweremixedwith19volumeof
10mMbuffers,respectively,Afterincubatedat20oCfor120minutes,each
serialdilutionoftreatedinoculumwereexposedt05carpfries(BW=0.16
g).Infectivitytiterswereexpressedbythehighestdilutionrateinwhich
themortalityobserved,Nomortalitywasobservedinanyofbuffer
inoculatedgroups.
*lIm ediatelylnOCulatedwithoutincubation.
Abbreviations:DW=Distiledwater;CP=Citrate/Disodium hy血ogen-
phosphatebuffer;TH=Tris仰ydrochloridebuffer;SC-Sodium carbon-
ate/Sodiumhy血ogencarbonatebuffer;ND=notdetected(below1O4･5).
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小括
ウイルス分類国際委員会の第6報 (Murphyetal.1995)によると,現在の科レ
ベルでのウイルスの分類は,ウイルス粒子の形態 ･ゲノムの構造に加えて複製の
戦略 ･系統的な独立あるいは隔離に基づいて行われている｡本ウイルスの形態な
らびに粒子の構築場所とその過程は,ポックスウイルス科に特有の特徴を有して
いた｡ウイルスゲノムは,2本鎖の DNA で構成されており分節を持たない点も,
ポックスウイルスのものと一致していた｡また,ウイルスの安定性もポックスウ
イルス一般から大きく逸脱するものは無かった｡以上の特性からこのウイルスは,
ポックスウイルス科の一員であり,さらに脊椎動物を宿主とすることからコル ド
ポックスウイルス亜科 (Chordopoxvirinae)に分類されるものと考えられる｡本ウ
イルスに対し,ウイルス分類国際委員会の命名法に準拠した分類名として Cyprinュd
poxvirus1(CyPV-1)の名称を与えた｡
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第3章 コイ浮腫症ウイルスの検出法の確立
第1章で,コイ浮腫症の病原体は鯉薄板上皮の細胞質中に存在するウイルスで
あることを示した｡本疾病の診断については,現在のところ梅雨期に当歳の稚魚
に流行すること,水面や池壁付近に群をなすなど発症地での様子,外観的な浮腫,
鯉弁の梶棒状化と癒着,体表 ･鰭 ･鯉に寄生虫や滑走細菌が存在しないことなど
を指標にして行われている｡ また,これらの症状が明白でない場合には,病魚の
磨砕波液を健康なコイ稚魚に接種して,供試魚の舞死の有無によりウイルス性の
疾病であるか否かの確認試験が行われている｡ 供試魚が明確な浮腫症状を示して
巣死すれば診断が可能であるが,この漉液での感染実験による確認試験では,病
原体が孔径450nmフィルターを通過するか否かが確認できるのみであり,病原体に
特異的な診断方法ではない｡また,結果を得るまでに10日あまりを要するので,発
症池での対処を決定するための判断材料とはなりづらい｡現在特異的診断方法は,
電子顕微鏡観察により鯉薄板上皮に感染しているウイルスを検出する以外になく,
この方法も数日を要する｡本疾病の防除のためには,より簡便で迅速な特異的診
断方法を確立する必要がある｡本ウイルスは培養が出来ず,精製もまだ完全なも
のではない｡従って,ウイルス粒子構成蛋白に対する抗体の作成は困難であろう
と予測される｡ ウイルス核酸であれば,第2章第2節で示したようにアガロース
ゲル電気泳動による高度な精製が可能である｡そこで,コイ浮腫症ウイルスのDNA
をクローン化LPCR法による検出法の確立を試みた｡
ヽ
第 1節 コイ浮腫症ウイルス DNAのクロー ニング
第2章第2節でコイ浮腫ウイルスの精製画分には高分子のDNAが含まれており,
これがウイルスのDNAであることを示した｡ここでは,このウイルス核酸をクロー
ン化することを目的とした｡
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材料と方法
ウイルス核酸の調製 第2章第2節で述べた方法により,ウイルスを精製して全
核酸を抽出した｡この核酸を,1% アガロースゲル (SeaKem GTG FMC
BioProducts)-TBE緩衝液で100v1h電気泳動し,DEAEペーパーを用いた方法
によりウイルス核酸を回収した｡
ベクターとウイルス核酸断片の連結 ベクターに用いたpUC19(宝酒造;Yanisch-
Rerronetal.,1985)は,PstIによる消化とBAP(Bacterialalkalinephosphatase
宝酒造) による脱リン酸化処理をして,エタノール沈殿後,蒸留水に溶解してか
ら用いた｡ウイルス核酸は,PstIにより消化したものをそのまま用いた.ウイル
ス核酸は,非常に少なかったので量の推定は行わなかった(回収前の電気泳動でEtBr
染色によりかろうじてバンドが見える程度の量)｡このウイルス核酸と脱リン酸化
ベクター 20ngとを DNALigationKit(宝酒造)を用いて連結した｡操作の手順
は,宝酒造の遺伝子工 学製品ガイドに従った｡
宿主大腸菌の調製と形質転換 宿主大腸菌JM109株はSEM法 (Inoueetal.,1990)
によってコンビテント化し200LLlずつ分注して,使用時まで -70℃ 以下に保存し
た｡初期の形質転換効率は,1.25×108cFUル g(pUC19DNA)であった｡形質転
換の手順 はSEM法に従って行った｡形質転換を行った菌は,Ⅹ一gal(4mg/90mm
plate)とIPTG (2.38mg/90mmplate)とアンピシリン(50lLg/ml)を含む LB寒
天培地で 37℃ で15時間培養した｡ ヽ
挿入断片を持つ形質転換体の選択 独立した白色コロニーを,滅菌した爪楊枝を
用いて拾い,アンピシリンを含むLB寒天培地に移し更に培養した｡挿入を持つ形
質転換体の選択は,M13系ユニバーサルプライマーを用いたPCR法 (saikietal.,
1988) とプラスミド抽出によって行った.ユニバーサルプライマーは,M13-47
(3'-CGCAGGGTm CCCAGTCACGAC-5')とRV-M(3'-GAGCGGATAACAAT
TrCACACAGG-5')を用いた｡このプライマーは,pUC19を鋳型とした場合,挿
入が無ければマルチクローニングサイトを含む 150bpの領域を増幅し,挿入があ
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濫巴虹
ればそれよりも大きな断片を増幅する｡また,増幅が認められない場合には大き
な断片をもっている可能性があると考えて,プラスミド抽出 (TELT法)と電気泳
動による挿入断片の確認を行った｡
ハイブリダイゼーションによる特異性の確認-1 挿入断片を持っていることが確
認されたプラスミドは,ユニバーサルプライマーを用いたpCR法によりDIG-dUTP
(DIGDNAlabelingmixBOEHRINGERMANNHEIM)を取り込ませて標識した｡
ナイロンメンブレン (GeneScreenPlus,DuPont)にウイルス画分より抽出した全
核酸(推定ウイルス核酸量 10ng)とコイゲノムDNA(10〝g)をドットして,標識
した挿入断片とハイブリダイゼーションを行った｡シグナルの検出は,DIG
LuminescentDetectionKit(BOEHRINGERMANNHEIM)を用いた｡対照として
コイゲノムから得た断片を標識し,同一のメンブレンでハイブリダイゼーション
を行った｡
ハイブリダイゼーションによる特異性の確認-2 上記の方法ではすべての断片を
調べられなかったので,断片を含むプラスミドのすべてをナイロンメンブレンに
ドッド(100ng)し,プライマーライゲ-ションPCR(以下 PL-PCR;Jinnoetal.,
1992)によって増幅し,DIG標識したウイルス核酸 (電気泳動により精製したもの)
とのハイブリダイゼーションも行った｡
結果と考察 ヽ
挿入断片を持つ形質転換体の選択 カラースクリーニングでは,140個の白色コ
ロニーを得た｡これらには CyPP-1から CyPP-140の名称 (CyPPは,Cyprinid
poxviruSのPstI消化物の意)を与えた｡このうち2つのコロニーは,アンピシリ
ンプレー トに移動した後増殖が認められなかった｡138コロニーについて PCRに
よる挿入断片の確認を行ったところ,3 個のコロニーは挿入断片を有しており
(cypp-3,13,77),101個のコロニーは挿入断片を有しておらず,34 個のコロ
ニーは不明であった｡34個のコロニーからプラスミドを抽出し,挿入断片の有無
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の確認をしたところ,2つコロニーが挿入断片を有していた(CyPp-66,129)0PCR
とプラスミド抽出により合計 5個の挿入を持つクローンを得た(Fig.48)｡これら
の内 2つのクローン(CyPP-13,129)は片側の制限酵素認識部位が保存されてい
なかった｡各クローンの挿入断片の長さは,CyPP-3が約 1.3kbp,CyPP-13が約
500bp,CyPp-66が2.3kbp,CyPp-77が1.2kbp,CyPP-129が約 3kbpであっ
た｡また,対照に用いたコイゲノム由来の断片(CyG-27)は約 1.5kbpであった｡
白色コロニ-の数に対して,挿入断片を持つコロニーの数は5/138と非常に少な
かったoその理由としては,ベクタ-の調製でpUC19をPsfIで消化するときに非
特異的な消化が起きて (スター活性),制限酵素認識部位が破壊されたりあるいは,
LacZ遺伝子のフレ-ムがずれた可能性が考えられる｡得られた5つのクローンの
内 2つのクローンで片側の制限酵素認識部位が保存されていなかったことからも,
非特異的な消化が推定される｡今後より多くのクローンを符ようとするならば調
製したベクターをセルフアニールさせて,白色コロニーの出現する割合をあらか
じめ確認する方がよいであろう｡
23kbp
9.6kbp
6.6kbp
4.4kbp
2.3kbp
2.Okbp
Fig･48･Agarosegelelectrophoresisofplasmidsextractedfわrm transfbrmants
carrylngInsertDNA.
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ハイブリダイゼーションによる特異性の確認-1 クローンCyPP-3は,ウイルス
を含む画分から抽出した核酸と特異的にハイブリダイズした (Fig.49)｡同じメン
ブレンを,標識したコイゲノム由来の断片とハイブリダイズさせたところコイゲ
ノムとウイルス画分の双方にハイブリダイズすることを確認したO従って,CyPP-3
でコイゲノムからシグナルが得られなかったことは,ドットしている塵の問題で
はなく,ハイブリダイゼーションの特異性によるものである｡
Dot
_I- '-_-;: 二 :
:_==I-:I:-:-::I:I
Probe
CyPP-3
CyG-27
? ?
ヽ
Fig･49･HybridizationofcloneCyPP-3lDNAtocarpgenomicandviralfraction
DNA.CarpgenomicDNAandtotalnucleicacidextractedfromviralfraction
purifiedbysucrosedensltygradientcentrifugationwerehybridizedwith
DIG-dUTPlabeledCyPP-3DNA.SignalofcarpgenomicDNAwasconfirmed
byreproveofthesamemembranewithDIG-dUTPlabeledcarpgenomic
fragmentCyG-27.
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ハイブリダイゼーションによる特異性の確認-2 クローンCyPP-3,66,77は,堰
幅したウイルス核酸とハイブリダイズした(Fig50)｡その他のクローンならびにコ
イゲノムDNAも僅かにシグナルを発している｡CyPP-3の強さを陽性,ゲノム由来
の断片の強さを陰性と考え,CyPp-66,77はウイルス由来の断片を持っていると判
断した｡
♂ ,b ♂予 ♂,Gb♂予 ♂,"q♂
Fig.50.HybridizationofviralDNAamplifiedbyprlmCrligationPCRtocloned
DNA.
＼
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第 2節 コイ浮腫症ウイルスDNAのクローン化断片の塩基配列決定と
相同性検索
第3章第1節でコイ浮腫症ウイルスとハイブリダイズするクローンを3つ得た｡
このうち,比較的短い挿入断片を有する2つのクローン,CyPP-3とCyPp-77の全
塩基配列を決定し,既知の塩基配列 ･アミノ酸配列との比較を行った｡
材料と方法
塩基配列の決定 塩基配列はジデオキシ法を用いたオートシークエンサー (model
400LLトCOR)で決定した｡
既知の塩基配列 ･アミノ酸配列との比較 決定した塩基配列と予想されるアミノ
酸配列を既知の塩基配列 ･アミノ酸配列と比較した｡検索は,DNAInformationand
StockCenterのサーバー (http://www･dりa･affrc･go･jp)から,BLAST と
BLASTX プログラムによって行った｡相同性の認められた配列は,多重アライメ
ントの作成と互いの相同率の計算も行った｡
結果と考察 ＼
塩基配列の決定 CyPP-3は 1272塩基,CyPp-77は 1246塩基を有していた
(Figs.51&52)0GC含量は,それぞれの 33.6% と33.7% と低かった｡ポックス
ウイルス科のGC含量は,脊椎動物を宿主とする亜科 Chordopoxvirinaeが一部の
例外を除いて30-40% , 昆虫類を宿主とする亜科Entomopoxvirinaeが約 20% とさ
れている (Murphyetal.1995).塩基配列を決定した二つのクローンの GC含量
の傾向はポックスウイルス科のGC含量の傾向と似ていた｡
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既知の塩基配列 ･アミノ酸配列との比較 CyPP-3は,特に有意な相同性は認めら
れなかった｡CyPp-77は数種類のポックスウイルスのコアプロテインとアミノ酸
レベルで相同性が認められた(Fig.53)｡相同率はアミノ酸配列全域で比較した場合
9-10%で,特に相同率の高かった356塩基から922塩基までの領域にコードされ
ていた部分で比較した場合には30-35% であった(Tablell)0
lTGCAGGATCA
61ATCCAAAGTA
121AAGAGTTTTC
180TCCATTAGCA
240TGTAGCATTT
300AATTTGATCで
360TACTGTTTCA
420GACATTCATC
480TTTAACTTGC
560ATGAGGTAGT
600TAGTCCAATT
660TGGATTTGCで
720TGCTGCTGTT
780TGCATCAAAA
840ATGTATATCT
900AAGATCTAGT
960GAAATGCTCA
1020AAGAGCTGCで
1080CAATTGATTT
l140TTGCAACTTC
1200TTGCATAATC
1260GAGCAACCTG
TTATCCTTGT
CTTAGAでTAA
TTCTCATCGT
TAALAATCCTT
ccTAGTTT'GT
AGAATTCCAC
TCACACAATC
TTATTCCAAで
TCTGGAATTG
ACTTTGCTAA
TCTGCAAAでT
GCTGGTGCTG
GCAACCAでTT
GCAACAACTT
TGAGAAGCAG
TTAATTTGAT
TAATTACCTT
GCACTTTTAG
でATACTTGAA
TAGTCTCTCT
TAGAAGTTCA
CA
Basecount 407a 205c
GC content 33.57%
ATCTACAAGT
TGTTATCAAT
TTGTTACCTT
CCCAAATTTG
ATGGCAAGAA
AGAATGTAAT
CでAGAACTAG
CATCAATCTG
TATCAACATG
CAAAGTCACA
GATAでATATC
CCATTACGでA
GAGAATGAAC
GACGAGGGAA
CTGCTCCACC
CでGGAGAATA
GTCCAAACAA
GAGGACAAGT
GAACAATCTA
AGTTTでTCTA
TCAACATCAA
ACAATAGAAA
GAAAでTTGTG
TTGTAGTでGT
TGTTGATACA
ACAAACTCTC
CTCAAATTTG
AGCAAGATTA
AATTCCでTTC
TCCAATATCで
ATAGTGAAGA
AGGAATATCA
ATTAGAATCG
CGAATCAACA
TGATTGGGAC
TGCTACAATT
AGTGTATGCC
ACTTAGGTAA
AAAGTTACCA
GAAGATTGGA
GATTTAGATT
ATGTACTTAC
GCAAGAAGTT
TATTGTGTTT
TTAATATTTG
TGTTTTAGTG
TTTACTGCAA
TTTGTAGAGT
GAAGTCATTG
CAGAACATAA
TTCTTTACTA
GTTGTCATTT
AATTTAACCA
CGAAGTTCAG
AGTTGATATG
AAAGTAGAAC
CCAAGAGCAT
TTAATTCCAT
AATAGTTTTA
CCAGCTCCCT
GAAATTCTCA
TAGGTでGGCA
ATCAAATAGG
438t 222 g 1272total
TGTATGGAGT
TTGTTAGTCC
TGATAAGATT
TTTTGTAGAT
CTCCTTGAGG
でTTTGAAGTA
TCTTATCGAA
CATTTGCAAT
CGTAATTTGG
TAATTTGTTG
TATTTGCAAA
GATCTCTTGC
CTTTTGCATT
TTCTTGTATA
AATGATATTC
ATAGCTTAAT
GGATTGAAGC
ACAAGGAAAG
AGAATTAGAA
TCGAAATAAC
AAAGGATTAG
Fig.51.NucleotidesequenceoftheinsertfragmentofthecloneCyPP-3.
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l TGCAGTACTA
61CCAACTTGGT
121TGTAATGTCT
181TAAGTTCGAT
241GGAAATTAAT
30lCATTAGTGAT
361TCCAATTCTA
421TGGAGACAGT
481TGGAAATCTA
561AGATTTGGTT
601TCAGAATCTT
66lCATGAAACTC
72lCATGGTTCTT
781TTCAGTAATG
841GGCTGAGCCA
90lCAACAGACTA
961ACAAGATCAT
1021TTCTGAGACT
1081AGATGGTTCT
1141TACTTGCTTC
1201TACTCATAGT
AAGAACAAGA
CTTCAGTTTA
AAGCAAATTA
AATAGTAALAA
TATTACAATA
GTでAATGACA
GTAGCTCTTT
TATTATCTCT
GTTATGACCA
AGTGTAGAAA
AGAATTGGAA
ATTGCCAAGA
CACATTCTTG
AAGACTTCTT
ATTGTAATCA
GAACTACAAC
ACTGGAATTG
CCAGCATATG
CTAATCTTCT
ATTAAGAATA
TATGGAAGCA
Basecount 459a 214c
GC content 33.68%
AAGGAGATTT
GTGCAAGでAC
AACAAACAAC
TGATCAAGGA
TCTACAATCT
AATACTTCGA
TTGCTAAGAA
TTAAGAAAAで
AAGTTAGTGA
TGGAGAAATC
ACTTCAAAGT
ATAGTCCAGA
GAATTAGAGG
CTTACATTAC
ACAACGATTA
CAGTAACTCA
GAでTCCAAAA
CACCAAでTTC
TCATCCAGAG
GCAATCCATT
CAでATGAAAで
CAAACTCTCA
ATTCAATGGA
TTGGAATCAT
AAATCTTCAT
TTCAAAGAAA
GTATGGAAAで
GCTTGCAGGA
TGTCTCAAAG
AGAAGATGAA
TATAATCCAT
AACTGGCAAT
ATTCATGTCT
AATCTCAAGT
AGTAAATATC
CATTTACCAT
GCATATAATC
TCCAAGAAAT
ATATCCでTTC
ACAAAAACAT
CCCAGTTCAG
TGCATCTGCA
GATATCATAA
GTTGTAATGT
CCTCTTGCTC
AGTCTCGATA
CAGAGTGAAG
GGAATTCAAA
ATTGAAGACA
GAAAAGATTC
ATCTATTCAA
ATGGCAATCA
TCTAAGTTGA
AAでGAGGAAC
AAGACAATCA
AGCAACATGG
ACTACCTTCG
AAGAATTACG
CCATTCTATG
ATGAACAACA
CATCAACAでA
ATTAACTTTG
GGTCGA
366t 207g 1246total
CAATTTCAAA
ACGTAAGAGC
TARTTAGAGC
GCTTCGCTGA
GATTTATTGA
ATATGGTACA
ATGCAATTAT
CCACTGAGTT
GAGATTCCAG
GAAATATTGT
TCAACTACAT
ATATTCTATA
AGGATGGAGG
TTGCTGATAT
ATAGCTTCTA
GACAGATGCA
ATACAAGATA
ATATTGTTGT
AでTTCTCAGA
AGCCAACAAT
Fig.52.NucleotidesequenceoftheinsertfragmentofthecloneCyPp-77.
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CEV 一一一一一一一一一一一一一-----一一一一一一一---一一一-I-------------I-----ll-I----一一一一一一一一一1-I---------I-------I----------
m V MESDSNZAエEEVRYPNZZJLEPVm ZJEVTGSHIJHKPDKⅣNICtWCDVINK=TEEDV-ISAGAKQQRP一一1I---MRLRSKPKPDZCKGVSDSVKQKN-
MOCV METKAGPDSVFI-CSRLNIW RNQIJIJSLVDRARE.HEPAPSIIJCSICDT工▲AKVもPEDAGVSAGARQQRPVRRV?AAPRARVSPRRVAGARGEDACKPSSE
VACV Mm SDVFLTSNAGI-KSSYTNQTIJSIJVDEDH=HTSDKSIJSCSVCNSLSQ=VDDDF-ISAGARNQR-II----I---1TKPKRAGNNQSQQP=KKDC-
VALV
CEV 一一一一一一一一一一一一一---一一一一一一一一一一一1--AVLFNKKGD一一一FKIJSD=IT=SNQIJGIJQFSAST-FNGVVMYm VMSKQ=KQTTWNHPIALrRAZ(FDNSK
m V 1---T=ZNZDB=TSTHDWQYNLRKDADA=VRYLMDRRCD=NNFT=QD工一工RVMREIJNZ=RNERQELFELIJSHVRGS工▲SSNSVSVXTSHPIMV=YSHSDN--
MOCV AGDVPMZPZDEVASTQDWHIJRLRRDGDA=VRYILVENKCDLASFYIQDM=G=MRm N=VRSDRQELFEIJIJGHVKGS工一SNSSVSVXTTHPIJVLZYSrLPDp--
VACV 一一一一一W SIDEVASTHDWSTRLRNDGNAZAKYIJTTNKYDTSNFT=QD氾 N=MNKLNZVRTNRNELFQLIJTHVXSTI.NNASVSVKCTHPI.VLIHSR九sp--
VALV
★ ★★ ★ ★ ★ ★★★ ★
CEV MZKENIJHSLDSFAEE=NYYN=YNIJSKRQSEGFZDISDVm KYFEYG-NGrQNMVTIPrIJVALFAKKm G=BDNAZIGDSYY=.FKKZVSKEKZPTEFGNI-VM
FOPV KZGEQZJKZJZJENTYDPSRYQAL=DTTRFQSTNFVDMSTSSDMェーFRFKDQDSIGYVTIPIIJVALFGVXIJPALENm GDSYS工止4KQIJYNSKKVRPENYtAL=
MOCV H=GEQIJRZuERVYSPSRYQTIJm TTRFQSGHm MSSSQDIJVFKYRENDSTCm PILVALFGVXIJPALENAm GDSYSLLRQLYELKKVRPDNm IJI
ⅤACV RZGDQIJKEI･DKZYSPSNHHZLIJSTTRFQSHHFTDMSSSQDIJSF=YRRPETNYYZHPIⅠ止仇Ⅰ一FG=KIJPAIJENAYVHGDTVSL=QQZJYEFRKVKSYNYtAIJV
VALV MHFTDMSSSQDIJSF=YRXPETNYYZHPZ工m エFG=KLPALENAYVHGDTVSL=QQIJYEFRRVRSYNY瓜 LV
★ ★ ★ ★★ ★★★ ★ ★ ★★★★★★★ ★★ ★ ★★★★ ★
CBV EMEKSZZm ZRNZVQNLR=GNFKVTGNSKZJZNY=MRIJ=AKNSPEFMSNEEHZLYm HZZJGZR一一GZSSKTZKDGGS--TKVSEEDEZYSRDSRDLVSV
m V E=HRASZHで弧 RKT=LNLEuGZFYSKDCDI一VDNHIJMR==HエNSSQMMADEEQm SZIJSZVGFRPAIJVS=TDPYQPLN--NRIJTEDSPエZFTGZNDSVSS
MOCU EVQRAm TMZRXLZI-NZRLGZFYCCDSEAVDPYエMKZIHTSSSQZJm EEQIJm SVLAZVGFRPA乙VSVVm GAAPGFDNRIJTEDAP=IJFTGVm VVST
VACV EZQRANMHn4ZRn ZMNZRMGZFYCm DDAVDPHnMKZIHTGCSQⅥ沌TDEEQZm SILSIVGFRPTIJVSVARPZNGZSYDNRLTEDNPZVZTGVSDILZST
VALV EIQRAm m ZRm ZMNZRMGZFYCNDDDAVDPHもMKZrHTGCSQVMTD瓦EQ=m SILSIVGFRPTZJVSVARPZNGZSYDNRエTEDNPZV=TGVSDIJIST
★ ★ ★ ★★★★ ★★★ ★ ★★ ★ ★★★★ ★ ★ ★ ★ ★
CEV -VMKTSSY=TVN=SNMVW MAEP=Ⅴ=m YZYHTTFDSFYNR五HzJQPVTQHZZKNYq2MQQDHTG=GFQNPRNPFYDTRYSETPAYAP=SYPFtm ZW
FWPV VVLKPVSY=VVSPSKMZTT=NNP=S=NSNS=YSZJSFDNTTGRVMFMPANn YQGTZSCRTVDAZJPVLNSZS---一一一一一一---------HDRZZNSPVZV
MOCU VNLQSVPY=VVNPARMZTTZuDNPVA工NSSSVYSLTFDGATGRVLFSPPHM YQGQLGCRGVDALPZLHGNNMp-一一一一一一一-----一一VLERPMNAPVZV
VACV MRIJQAAPY=VVNPMm =TTSDSPエS=NSKD=YSm FDGNSGRVVFAPPNZGYG---RCSGVTHZDPLGTN-----一一一一一--------VMGSAVHSPVTV
VAエV Mm QAAPYrVVNPMRMZTTSDSP工S=NSKDZYSMAFDGNSGRW FAPPN=GYG---RCSGVTHZDS工一GTN-----一一一一一一-------VMGSAVHSPVtV
★★ ★ ★ ★ ★★ ★ ★★ ★ ★ ★
CEV DGSIJZFFZQRQKHHQHNFSDTCF=KNSNPFPVQ=NFEPTZTHSYGSTYE=ASAGR---一一--一一一----------一一一一一---一一-------------一一
m V NGTLIYYZERRQNKNZVSGECFTGFRSVZNDRPMD=ANELN=NGZTYIJLKSAVCYKTHDIJIJSTMSGSCDGGDVFLKGYYTILFTEMGPWMYDPLSITSKQ
MOCU NGTLZYYVERRQNKNZIGCESYAGFRSZJ=NDRPMDVANDITrNG=IJYRIJRSAVCYKVGDQLZDGCEPA--GDIFZJKGYYT=VFTELGPWIJYDPLSVFSKP
VACV NGAMMFYVERRQNKNMFGGECYTGFRSI一ZDDTP=DVSPE=MLNGZMYRLKSAVCYKIJGDQFFDCGS----SDIF工一KGHYTILFTENGPW DPLSVFNPG
VALV NGAMMFrVERRQNKm FGGECYTGFRSIJ工DDTPZDVSPEZMLNG=MYRエKSAVCYKLGDQFFDCGS-一一一SDIFLKGHYTIIJFTENGPWMYDPZJSVFNPG
★ ★. ★
CEV 1------------------一一一一一一一-一一一一一一-一一一一一一一一一1-----------------一一一一一一一一一一一一一一一----一一一一一一一一一一一一一一
m V SRESRLMRⅥ沌KNQYYKEHGNDD-GMm WZJK且宜STKKIJCDIKQQQ工▲MHHTVMFEDDLLSHEEM NlZSRNCCZLVYAQDYLPYLATKSITEEFV
Moc° AREARLLRALZWHYARENAGEDEAエm WIJKQESTQPVIMARQQQもMNHRAMFDDDLIJPMEEZuuSLVSRHCCVLVYAQDYEPY=AW =TEEFC
VACV ARNARLMRAエーZCtJQYKKLSMDSDIDGFYEWLNGD-GSVFAASKQQM=JW HVANFDDDIJLm EAMSM=SRKCCZL工YAQDYDQYISARHITELF-
VALV ARNARエ山田｣AエーKNQYKKLSMDSD-DGFYEWINGD-GSVFAASKQQMm HVANFDDDIJZJm EAMSMエSRHCC=L=YAQDYDQYISARHITEI-F-
FWPV=fowlpox virus′MOCV=MollllSCum COntagiosum virus,VACV=vaccinia virus′W =variola virus
Fig･53･Comparisonofaminoacidsequenceof+2flameofCyPp-77DNAwith
maJOrCoreproteingeneofseveralpoxviruses･Arrowindicateconservative
reglOn･
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第3節 pcR法によるコイ浮腫症ウイルスDNA検出法の確立
第2節で,コイ浮腫症ウイルスのDNAと特異的にハイブリダイズするクローン
の塩基配列を決定し,このうち一方のクローンCyPP-3は,既知の塩基配列と相同
性がないことを示した｡ここでは,このクローンの塩基配列を基にPCR法による
コイ浮腫症ウイルスDNAの検出法の確立を目的とした｡
材料と方法
プライマーの設計 ･合成 プライマーの設計は,コンピュータソフトPrimerv2.2
(WhiteheadInstituteforBiomedicalResearch)を用いた｡設計条件は,先ずすべ
て初期値のまま行い 181bpの領域を増幅するプライマー対を得た｡これを, F2
(5'-GCTGCTGCACTTTTAGGAGG-3'),R2 (5'-TGCAAGTTAm CGATG
CCA-3') とした｡次に,F2 と R2 により増幅される領域を含み,かつ長さが
200bpから600bpとなる条件で設計を行ったところ,548bpの領域を増幅する
プライマー対を得た｡これを,Fl (5'-GCTGTTGCAACCAm GAGA-3'),Rl
(5'-TGCAGGTrGCTCCTAATCCT-3') とした｡プライマーの設計位置と増幅産
物の関係をFig.54に示した.これらのプライマーは,宝酒造株式会社に依頼して
PCRグレー ドのものを合成した｡
ヽ
pcRによる増幅の確認 増幅の確認には鋳型として,実験感染魚の鯉から抽出し
た全核酸,健康魚の鰹から抽出した全核酸,コイゲノム DNA,CyPP-3から抽出
したプラスミドの 4種類を供試した｡全核酸は常法に従って,プロテアーゼ処理,
フェノール ･クロロホルム処理,エタノール沈殿によって調製した｡コイゲノム
DNAは,コイ末梢血を材料として全核酸にさらに RNase消化,フェノール ･ク
ロロホルム処理,エタノール沈殿を行って調製したものを用いた｡ウイルス核酸
の断片を含むプラスミドは,CyPP-3よりTELT法で抽出したものを用いた｡鋳
型を加えない陰性対照区には,核酸を溶解するのに用いたのと同じ蒸留水を用いた｡
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Fig･54･SchematicilustrationofclonedcarpedemavirusDNAfragment(CyPP-3),
PCRprlmerSandproducts.
PCRは,FlとRlのプライマー対を用いた増幅反応 (以下FトRIPCR),F2と
R2のプライマー対を用いた増幅反応(以下,F2-R2PCR),FlとRlでの増幅後に
さらに F2とR2で増幅を行う2段階の増幅反応 (以下,NestedPCR)の 3通り
を試みたopcRは,1反応当たり20Llの系で行った.反応系には,0･50の Taq
ポリメラー ゼ (宝酒造),各 200nMの dNTP,10mMTriS-HCIpH8.3,50mM
KCl,1･5mMMgCl(以上は宝酒造 Taqに付属のもの),各 4pmolのプライマー
を含むように調製した｡
増幅反応はサーマルサイクラ-(PC-700,ASTEC)を用いて,94℃120secを1
サイクル,60℃ 60sec,72℃60sec,94℃30secを35サイクル,60℃120sec,
72℃300sec,1サイクル行った｡増幅後の反応液の一部を,2.0%アガロースゲル
(NuSieve3:1agaroseFMCBioProducts)-T】∋E緩衝液 (Tris0.8g,ほう酸 5.5g,
EDTA-2Na9.3gを蒸留水に溶解してlJとしたもの)で電気泳動を行い,EtBr溶液
(TBE中に0.5Lg/mlの臭化エチジウムを含む溶液)で染色し,波長 245nmの紫
外線照射 (TS-15UVP,INC)により可視化して写実撮影を行った｡
検出感度の検討 F1-Rl,F2-R2,Nestedの各 pcRでの検出限界を検討した.鋳
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型には CyPP-3から抽出したプラスミドを 50ng/Llのコイゲノム DNAを含む
溶液で10倍階段希釈して供試した｡
自然発病魚からの増幅 1996年に新潟県下の養鯉場 5経営体から,ウイルス性
浮腫症であることが疑われる自然発病魚(平均体重0.1-2.5g)を採取した｡同時に
これら養鯉場の内3経営体で,発症のない池から外観的健康魚(平均体重0.1-1.1蛋
)も採取した｡自然発病魚ならびに外観的健康魚は,魚体のまま使用時まで-70℃
以下 (輸送時は-18℃)で保存した｡これらを,感染実験による病原体の漉適性確
認試験ならびにPCR法に供試した｡
自然発病魚ならびに外観的健康魚はそれぞれ複数個体 (4-15個体)から鰹組織
を取り出してプールし,乳鉢と乳棒を用いて磨砕し,滅菌蒸留水で 100倍に希釈
して 1,500×g,10分間の遠心をし,その上酒を 400nm のアイソポアメンブレ
ンフィルター (HTMILLIPORE)で漉過した｡これを接種源とした｡健康なマゴ
イ稚魚 (平均体重 0.4g)10尾を 300mgの飼育水とともにビーカー内に収容し,
エアーレー ションを行いながらlmlの接種源を加えて(最終希釈率 1/33,000)1時
間浸漬接種した｡対照として無接種で同様の処理を行った実験区もおいた｡その
後,供試魚は,容量 2/のビーカーに蓋とエアレー ションを設け水量 17とした水
槽内で,水温21-22℃ で無給餌 ･止水で飼育して10日間舞死の有無を観察した｡
PCR には,感染実験に使用した接種源 (溶液)から常法に従って抽出した全核
酸を供試し,FトRlとNestedのPCRを行った｡反応系に加えた鋳型量は,感染
実験に供試した接種源の1β00量分 (鯉組織 5〝g分)とした｡
ヽ
結果と考察
人為感染魚からの増幅確認 結果を Fig.55に示した.Fl-RIPCR, F2-R2
PCR,NestedPCR いずれの場合にも,病魚の鰹から抽出した核酸とプラスミド
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DNAか らは,予想される大きさのPCR産物が得られた｡すなわち,Fl-RIPCR
では 548bpの位置,F2-R2PCRとNestedPCRでは181bpの位置にバンドが
形成された｡NestedPCRでは,181bp以外に F.1-Rl(547bp)Fl-R2(481bp)
F2-Rl(248bp)の増幅産物と考えられる3本のバンドが観察された｡一方,健康
魚の鯉から抽出した全核酸,コイゲノム DNA からの増幅は, いずれの PCR に
おいても全く認められなかった｡
12345M 12345M 12345
Fl_RIPCR F2-R2PCR NestcdPCR
Fig.55.PCRamplificationfromfishartificialyinfectedwithcarpedemavirus.
IJaneS:(1)Totalnucleicacidextractedfromhealthyfish,(2)Totalnucleicacid
extractedfrominfectedfish,(3)Carp'genomicDNA,(4)Plasmidcarryingcarp
edemavirusDNAfragment,(5)Distiledwater,(M)Marker,50,100,200,300,
400,500,700,1,000,1,500,2,000bpladder.
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検出感度の検討 F1-RIPCRでは10fgまで,F2-R2PCRではIfgまで,Nested
PCR では 100ag まで検出可能であった (Fig.56)｡これは,それぞれ 2,000
コピー,200コ ピー,20コピーに相当する量である.
12345678M 12345678 M 2345678910
FトRIPCR F2-R2PCR NestedPCR
Fig.56.SensitivltyOfF1-Rl,F2-R2andNestedPCR.Plasmidextractedfrom
CyPP-3wasusedastemplate.Lanes:(1)100pg,(2)10pn,(3)1pg,(4)100fg,
(5)10fg,(6)1fg,(7)100ag,(8)10ag,(9)1ag,(10)0.1ag.
自然発病魚からの増幅 結果をTable12に示した｡実験感染で病原体の滅適性の
確認された発症例 3例では,すべてPCR'反応陽性となったO-方,自然発病魚と
同じ環境下で飼育されていた発症していない魚からの非特異的増幅は諸められ
なかった｡実験感染で,病原体の漉適性の確認されなかった発症例の内1例では,
pcRで反応陽性となった｡この例で,実験感染が成立しなかった理由としては,柄
原体量がもとから少なかったか,あるいは愉送 ･保存中に失活した可能性が考え
られる｡病原体の活性がなくともウイルスの核酸が存在すればDNAを検出できる
ことはPCR法の利点の1つである｡また1例では,実験感染,pcRともに陰性と
なった｡他の例では,PCRはFl-Rlから陽性になっているのに対し,この例では
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Nested PCR でも陰性となっているので,他の要因による発症の誤診であろうと
思われる｡
Table12.Comparisonofthedetectionofthecarpedemavirusbetweenthe
methodofinfectivltytrialandPCR
Infectivltytrial*1
Source F1-RI Nested Mortality(%)
Naturaly
affectedfish'2
1
2
3
4
5
Normalfish'3
1
3
5
????? ????? 100
100
100
0
0
0
0
0
*lTencommoncarpfry,weighing0.4g,Wereexposedtothefiltered
homogenate(400nm)ofsamplefish,andfishdeathwasobservedfor10
days.Noneoffishdeathwasobservedacontrol.
*2Naturaly diseased cultured colorcarp(0.ト2.5ginbodyweight)
tentativelydiagnosedasviraledemaofcarp.Sampleswerecolectedfrom
pnvatefarmslocatedinNigataPrefecture.Thenumberof1-5showthe
differentonglnOfthefans.
*3Seemlnglynormalfishweresampledfromthepondwithoutthedisease
inthesamenumberofthesamefarms.
-87-
小括
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? っ ? ? ? ? ? ー ? ? ? ? ?
? ? ? ? っ ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ???? ? ? ?
? ? ? ?? ? ?? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ー ? ?
? ?? ? ? ?? ?? ? ー ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?? ? ? ?? ー ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? っ ? ?
? ? ? ?? ? ? ? ?? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ッ ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? っ ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? っ ? ? ? ー ? ? ? ? ? ? ? ?? ー ? ?
? ? ? ? ー ?? ? ? ? ? ?? ??? ?
? ? ? ? ? ? ー ? ? ? ?? ? ? ? ? ? ー ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ー ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? っ ? ? ?
? ?? ? ? ? ? ? ? ? ?? ?? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ?? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? っ ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? っ ? ? ? ? ?っ ?? ?
? ? ? ? ?? ー ? ? ? ? ? ? ? ??? ? っ
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? っ ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?? っ ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? っ ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ー ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?? ? ?
? ? ? ? ? ?
? ? ?
-総括
本研究では,養殖コイの稚魚期に多発し養鯉上問題とされている浮腫症の病原
体を明らかにした｡さらに,その原因ウイルスの性状を調べて分類的位置を決定
するとともに,PCR 法による原因ウイルスの検出法を確立した｡以下にその概要
を総括する｡
1.コイの浮腫症の病因論について
本症は,漉過性病原体に起因する感染症であることを感染実験によって確認し
た｡しかし,魚類培養細胞を用いた病原体の培養の試みは成功しなかった｡病理
組織観察では,鰭,表皮,勝組織,造血組織(細網内皮系組織),後部消化管に病
変が認められたが,致命的病変が明白ではなかった｡そこで,病理的変化の認め
られる組織のすべてについて,電子顕微鏡観察を行ったことろ,鯉薄板上皮の細
胞質中から大きさ265×335nmの楕円形で桑実状の外観を呈するウイルス粒子が
観察された｡このウイルスは,Onoe′″/.(1986)により既に報告されているウイル
スと同じ形態であった｡本研究では,このウイルスが自然発病魚だけではなく実
験感染魚にも存在することを明らかにした｡この他に,別な病原体の関与の可能
性を検討するため,病原体の存在部位と大きさを感染価の面からも検討した｡実
験感染魚の各臓器の感染価は,鯉で最も高く,80% 以上の病原体が鰹に集中して
存在していた｡また,フィルター通過性により検討した病原体の大きさは,200mm
以上400mm以下であった｡これら,病原体の存在部位ならびに大きさは,電子碗
微鏡観察の結果と一致していた｡この事実から,コイの浮腫症の病原体は鯉薄板
上皮細胞の細胞質中に存在するウイルスであると結論した｡そして,本疾病に対
し病名を ｢コイのウイルス性浮腫症 viraledemaofcarp｣,病原体名を ｢コイ浮
腫症ウイルスCarpedemavirus｣と命名した｡
2.コイ浮腫症ウイルスの性状について
本ウイルスの粒子構築は細胞質内で起こり,細胞質内にはviroplasm,未成熟粒
千,成熟粒子が観察された｡成熟粒子は内部に 1つのラテラルボディーと限界膜に
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包まれたソラマメ型のコアを有し,表面にはコアのある側にのみ円筒形の構造単
位を有していた｡ウイルスゲノムは,単分子の 2本鎖 DNA(推定鎖長 450kbp)
で構成されていた｡クローン化したウイルスDNAのGC含量は約34% であった.
ウイルスの安定性は,エーテル ･クロロホルムともに感受性,37℃･50℃ 30分間
の熱処理により失活,pH6.2以下10.2以上では極めて不安定であった｡上記した
形態的特徴,核酸の性状からコイ浮腫症ウイルスは,分類学的にポックスウイル
ス科に属するものと結論した｡このウイルスに対し,ウイルス分類国際委員会の
提案した命名法に準拠した分類名としては CyprinidPoxvirus1(CyPV-1)のシノ
ニムを与えた｡
3.PCR法によるコイ浮腫症ウイルスDNAの検出について
クローン化したウイルス DNA 断片の塩基配列の内,既知の塩基配列と柏同性
の認められなかったものをもとに,PCRプライマーを設計した｡NestedPCRが可
能なように,548bpの領域を増幅するFl,Rl,その内側181bpの領域を増幅する
F2,R2を作成した｡健康魚,実験感染魚の鰹から抽出した核酸,コイゲノムDNA
を鋳型としてPCRを行ったところ,F1-RIF2-R2NestedのいずれのPCRでも実
験感染魚から予想される大きさの PCR産物の増幅が認められた｡各 pcRの検出
限界は,クローン化したプラスミドDNAを鋳型として35サイクルの増幅を行っ
た場合,FトRlが2,000コピー,F2-R2が200コピー,Nestedが20コピーで
あった｡浮腫症であることが疑われる自然発病魚を 供試した場合には,実験感染
により病原体の漉過性が確認された発症例のすべてが pcR 陽性となった｡以上
より,PCR による浮腫症病魚からのコイ浮腫症ウイルス DNA の検出が可能と
なった｡
本研究では,浮腫症の病原体に着目した研究を行った｡感染症の防除にあたり,
病原体を排除すればその疾病が無くなることは自明である｡ゆえに,ある微生物
が真にその疾病の病原体であるか否かを見極めることは非常に重要であり,その
判断を誤れば以降の努力をすべて虚しくする｡特に培養不可能な微生物に関して
はコツホの条件のような一定の法則を満たすことによる病原体の確定が出来ず,
個別の吟味が必要となる｡たとえば,疫学的な証拠を集めることや,感染と発病
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の因果関係を明らかにすることがあげられる｡コイの浮腫症では,鰹でのウイル
ス感染と鯉の病理像,特に実験感染魚で観察された程度の上皮増生が,直ちに発
病 ･舞死の原因になりうるとは考えられなかった｡そこで,感染価の測定により
病原体の存在部位と大きさを調べ,鯉に存在するウイルスが浮腫症の病原体であ
ると結論した｡
さらに本研究では,浮腫症病原体に対する特異的プローブとしてクローン化DNA
とPCRプライマーを作成した｡病原体の排除のためには,病原体の生活還環を知
り,そのどこかを断ち切ることが必要である｡ 病原体はどこから来て宿主に進入
し,どの様に増殖し環境中に出て行くのか,不顕性のキャリアーや他種の保菌者
あるいは媒介生物が存在するのかなどの究明には,病原体の特異的かつ高感度な
検出手段が必要である｡本研究で示したpcR法は,今後コイのウイルス性浮腫症
の診断やウイルスの感染源解明の用途に使われることにより,本疾病の防除に寄
与することが期待される｡
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付録 実験魚の飼育管理方法と感染実験装置
感染実験は本研究において重要な位置を占めている｡コイ浮腫症ウイルスは
7'nvitroでの培養が出来なかったので,その調製 ･定量ともにすべてマゴイ稚魚を
用いた感染実験により行った｡その中には本研究独自の手法も含まれている｡今
後本研究の再現 ･追試ならびに浮腫症に関する研究を発展させて行く上で,実験
魚の管理方法ならびに実験感染法は重要と思われるので,以下にこれらに関する
解説を記す｡
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1. 実験供試魚の飼育管理法
感染実験に供試する魚は,健康でなければならない｡本研究において舞死率を
観察する実験に健康魚として供試したマゴイ稚魚は,すべて発眼卵の状態で消毒
し屋内で筋化 ･育成した魚を用いた｡これらは,無菌ではないが病原体に対する
感染機会を与えないように管理した魚である｡ウイルス精製の材料には,本学吉
田実験実習場にて屋外で飼育されていたマゴイを用いた｡その他の実験も含め本
研究では,すべて吉田実験実習場産のマゴイを用いているが,当実習場ではコイ
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のウイルス性浮腫症の発病歴が全くない｡実験魚は健康であると同時に遺伝的に
も均質であることが望ましい｡本研究に用いた吉田実験実習場のマゴイは 20数年
間にわたって外部から別な系統の導入を全く行っていない｡当実習所のマゴイは
2-5年で性成熟し,次の世代を残すためq)親魚は,メス2-3尾とオス 5-6尾し
か用いていないので,これらの魚は 5-6代にわたって兄弟交配を繰り返してきた
集団とみなすことが出来る｡
1.1 卯竿化稚魚の管理方法
発眼卵の消毒 発眼卵の消毒は,PVPヨード(イソジン 明治製菓)を飼育水 (宿
性炭漉過による脱塩素水道水)で 100倍に希釈したもの(有効ヨウ素濃度 100ppm)
を用い,この溶液に発眼卵を魚巣ごと15分間浸漬して消毒した｡この操作は卵搬
入後直ちに行った｡消毒後の卵は,消毒液を軽く落としてから速やかに飼育用の
コンテナに移した｡
飼育法 筋化 ･育成用の水槽は,容量約 55∫(内寸 51×36×30 cm)のプラス
チック製コンテナを用いた｡コンテナには,透明の硬質塩化ビニール製の蓋と給
水 ･排水装置を設けた｡飼育水は,水道水を酢酸ビニール発砲体で漉過した後,
活性炭により脱塩素し,飼育室上部に設置した大型のコンテナ (容量約 120∫)に
貯め,そこから塩化ビニール製のパイプとホースで水槽内まで自然水圧 (落差
60-170cm)で飼育水を導いた｡排水は塩化ビニール製ホースで作成したサイホン
で行い,一定水位を保つようにした｡水温は,夏期には調節を行っていないが,
秋冬春には水槽内に設置した石英管ヒーターとバイメタル式サーモスタットで
22-24℃ を保つようにした｡以上の水槽の付属品は,付図1(p.103)と同様のも
のである｡コンテナ 1つ当たりに発眼卵 1,000-1,500粒を収容し,筋化後 3日
目から約 1ケ月間はアルテミアのノープリウスを与え,その後は市販のクランプル
(日配養鯉稚魚用配合飼料 No.2P 鹿島飼料株式会社)を与えた｡
稚魚育成用のコンテナは複数個設置して危険分散をはかった｡飼育水が互いに
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混ざることのないようにするため,給水 ･排水が触れないようにするとともに,
魚の移動に使うネットは一つのコンテナで使用した後,他のコンテナに使用する
前には必ず消毒してから用いた｡このような管理により寄生虫 ･細菌に対する感
染機会を与えないようにした｡
1.2 人工採卵法
コイの採卵期は通常4月下旬から7月までである｡ 本研究では,マゴイ稚魚を
周年確保するため,実験室内にマゴイ親魚を飼育し人工採卵を行った｡
親魚の入手 ･管理 メス親魚は,生後3-4年経過した体重約600-800gのマゴイ
10尾を本学吉田実験実習場より分与してもらった｡600-800gという大きさは
親魚として小型な部類だが,この大きさで採卵1回当たりの目的の卵数(1-2万粒)
が充分得られること,ならびに飼育設備の都合上から小型の魚の方が多数の親魚
を確保できて有利なことから,このような大きさのものを特に選んだ｡これらの
魚のは,前年に一度排卵経験のある魚の中から選んだ｡オス親魚は,生後 2-3
年経過した体重 300-400gのマゴイ 3尾を,メス親魚と同時に確保した｡これ
らの魚も吉田実習所産のもので,放精可能なものを選んで親魚とした｡
これらの親魚は,屋内に設置されたパンライト水槽 (内寸 140×60×50cm,
容量約 420/)に収容し,半流水で飼育した｡水量は約 280/とし,飼育水には活
性炭で脱塩素した水道水を用い,毎分約200-800m/を給水した(1日当たり2-4
回転)｡水温は,16-26℃ に保った｡特に冬季の水温に関しては,あまり下がりす
ぎると摂餌が不活発になり卵黄蓄積が進まなくなること,低水温に馴致している
とホルモンへの反応が鈍くなる恐れがあることから,16℃ 以上を保つようにした｡
16℃ という水温は,ホルモンによる刺激なしで自然に排卵が起こりうる水温であ
り,また摂餌も活発に行う水温である｡餌は市販の養鯉用ペレット(日配養鯉稚魚
用配合飼料 No.6P 鹿島飼料株式会社)を毎日2-3回,水質が悪化しない限り多
量に与えた｡排卵を調節している因子には水温の他に日長が挙げられるが,日長
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については特に管理は行わなかった｡コイは自然状態では春に産卵し,実験的に
も短日条件下で排卵が抑制され,長日条件下で卵黄蓄積が充分であれば排卵に向
かうことが確かめられている｡親魚水槽を設置していた部屋の日長は,全く不規
則で終夜点灯されていることも頻繁にあったが,自然に産卵することはなかった｡
これは,日長が不規則であったこと,超過密状態下におかれていたこと,冬季の
昇温により水温変化の刺激が乏しかったことにより排卵が抑制されていたと考え
られる｡
親魚の鑑別 人工採卵を成功させるためには,優良な親魚を鑑別して用いる必要
がある｡メスの場合には,卵巣が充分に発達していて卵巣卵が良い状態にあるこ
と,オスの場合には放精可能なことを条件とした｡
先ずメスの場合,卵巣が発達てくると外観的に腹部が膨れてくる｡ これは,水
面上から見ても躯幹部の腹側と尾柄部に段差がついているのが観察できた (完全
に卵巣が発達している場合には,卵巣重量が体重の 18% にも達するので,かなり
はっきりとわかる)｡卵巣の良く発達していそうな個体を何尾か選んで,ベンゾカ
イン (約 25ppm)で麻酔し,カニュレー ションを行い,卵巣卵の状態を観察したO
麻酔した親魚をしめらせた布の上に取り出し,生殖虻から自作のカニューレ(外径
4mm程のシリコンチューブにディスポーザブルの注射筒をつないだもの)を挿入
し,卵巣卵を吸い出した｡卵巣内の場所により卵質にばらつきがある場合がある
ので,1個体から2回以上採取するように した｡取り出した卵巣卵はシャーレに一
移して先ず生のまま肉眼で観察した｡肉眼観察の指標は,卵黄蓄積が充分 (直径
1m 以上)で卵径がそろっていること,不透明卵 (変性卵)が 3割程度であるこ
との 2点とした｡不透明卵が少なすぎるもの はホルモンによる催熟がうまくい
かない場合があるので,そのようなものはさけた｡また,卵巣卵の色については
個体によって白色系か褐色系か決まっているので (いつ観察しても同じ個体は同
じ色をしている),鑑別基準には入れていない｡肉眼での観察終了後,sera液 (エ
タノール :ホルマリン:酢酸- 6:3:1)で固定し実体顕微鏡下での観察も行っ
た｡ここでは,核の位置が中心付近にそろっているか,核の形態が正常かを観察
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した｡核が中心から移動してしまっていたり,核の形態が多角形や楕円形を示す
ものは変性した卵なので,そのようなものの割合が多いものはさけた｡これらを
基準として,採卵可能と期待できる親魚は採卵用水槽 (親魚飼育用水槽と同じ大
きさ)に移した｡
オスの場合には,麻酔をしてから腹部から肝門にかけて軽く指でしごいて,精
子が出てくるかどうかを確認した｡オスは成熟していればいつでも放精可能だが,
ホルモンを授与した方が精子の産生が上がるので,オスにもホルモンを投与した｡
成熟していないオスにはホルモンを与えても精子が得られる期待が少ないので,
そのようなものは使用をさけた｡
ホルモン投与 ホルモンは,ハクレン脳下垂体 (米ロ水産 :土浦市沖宿町 785-1
より購入)を用いた｡ハクレン脳下垂体は,アセトン浸漬状態で冷蔵保存されて
いるので,使用時に乾燥させてから坪量し,乳鉢ですりっぷしながら生理食塩水
に 10mg/m/になるように溶かした｡これを軽く遠心して得られた上清をホルモ
ン液とした｡この溶液は,ゴナドトロピン(性腺刺激ホルモン)を含んでいるが,
ゴナドトロピンとしての力価はわからない｡コイの場合には,脳下垂体量にして
5-30mgkgの範囲の投与で排卵が誘発可能なことが確かめられているので,投
与量は 10mgkgとした｡投与は腹腔内注射で,オス･メスともに魚体重 1kg
当たり1m/のホルモン液を胸鰭の付け根から注射した｡ホルモンを授与した親
魚は採卵用の水槽に移した｡採卵用の水槽は,親魚水槽と同様なものに新しい飼し
育水を入れ,水温を親魚が馴致していた水温よりも4-6℃ 高く,あるいは低く
保った｡このとき徐々に水温を変化させるのではなく,いきなりその水温に移し
た｡これにより,ホルモン刺激と同時に温度刺激による排卵促進効果をねらった｡
ホルモン投与した親魚は,排卵までオス･メスとも同じ水槽においた｡
排卵の確認 ･人工採卵 ･人工受精 ホルモンを授与されたメス親魚が排卵に到る
までに要する時間は,水温 20℃ では 15-16時間,25℃ では 12-13時間程で
ある｡コイの場合排卵後数時間で,卵の変性が起こり受精 ･貯化率が急速に低下
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してしまうので,排卵を確認したら可能な限り早く採卵することが望ましい｡排
卵の確認法は,実際に産卵し始めることを基準にした｡すなわち,排卵が起こる
と予想される時刻に近づいたら親魚水槽の観察を開始し,産卵が行われるのを肉
眼的に確認した｡親魚の観察時には,メス親魚腹部が卵巣の吸水によりやや大き
くなることや,オス親魚の追尾行動が始まることが排卵に近づいているサインと
なる｡そして,排卵が起こるとオスの追尾行動がいっそう激しくなり産卵が起こ
る｡このまま放置するとすべての卵が水槽内に産み落とされてしまうので,産卵
を確認したら速やかにメス親魚を取り出して麻酔し,腹部を素手で圧迫して卵を
疎水性プラスチックの容器に搾出した｡1回目の取り上げで排卵が不完全な場合
には親魚を水槽に戻し30-40分後に再び搾出を試みることを繰り返した｡
卵が得られたら,つづいてオスも取り出して麻酔し,卵の入っている容器上に
精液を放出させた｡卵と精液をこのままよく混ぜ合わせて媒精した｡卵に卵巣液
や精液が過剰に混じっていると着卵時に著しく飼育水を汚すので,媒精後 2-3
分間静置してから余剰の水分をポリプロピレン製のピペットで取り除いた｡その
後,着卵用メッシュ(ポリプロピレン製,約 18cmX31cm,網目問約 1.5m ,
アクリル製の縁付き)に 1枚当たりにおよそ 3m/の卵 (1500-2000粒)を水中
で分散させながら付着させた｡この時,一部の受精卵はスライドグラスに付着さ
せ実体顕微鏡下で観察し,受精 ･発生が正常に進行するかを確認した｡
受精卵の管理 受精卵はメッシュに付着させた状態で一時的に 601のコンテナ内
に置いて卵巣液 ･精液による汚濁を落とした｡その間に,親魚を親魚ストック用
水槽に戻し,採卵用水槽をそのまま受精卵用の水槽とした｡受精卵の付着した
メッシュは水槽に移して壁に立てかけ,エアーレー ションを強くし,飼育水に淀
んだ部分がないようにした｡発眼までの期間,水温は22-24℃ に保ち,1日2
回1mg/mlのマラカイトグリー ン溶液 4-6mlを水槽に散布し(最終濃度 0.01
-0.015ppm)水生菌類の発生を予防した｡
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2. 感染実験装置
2.1 30cmガラス水槽での実験感染
第1章第1節と第3節の実験感染に用いた装置を付図1に示した｡水槽は市販
の 30cmガラス水槽で,容量 18/,水量は約 147とした｡付属装置は基本的に
醇化稚魚の飼育装置と同様 (p.98)であるが,排水は塩化ビニール製パイプを通
してアングル下部に集め,塩素処理を行ってから下水に廃棄した｡
付図1.半流水式 30cmガラス水槽.(1)給水パイプ.(2)排水用サイホン.(3)排
水用塩ビ管.(4)塩ビ製蓋.(5)エアーレーション.(6)石英管ヒーター.(7)バ
イメタル式サーモスタット.
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2.2 定量的実験感染に用いた装置
第1章第4節第5節,第2章第3節の定量的実験感染に用いた装置を付図2に
示した.水槽は,プラスチック製のビーカーで,水量は 300mlとした｡付属品
は,蓋および蓋と一体型のエアーレー ションのみで止水飼育とした (付図2a)｡水
温調節は,室温をコントロールすることによって行った｡実験を行う際には,ス
タイロフォーム製の枠にビーカーを固定し多数並べた (付図2b)0
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付図2.定量的実験感染に用いた装置.a.水槽に用いたプラスチック製ビーカー
と蓋.b.スタイロフォーム製の枠に水槽を固定し実験を行っている様子.
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